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Zusammenfassung 
Foamyviren (FV) gehören zur Familie der Retroviridae, werden aber aufgrund 
besonderer Eigenschaften in eine eigene Unterfamilie, die Spumaretrovirinae, 
eingeordnet. FV besitzen vor allem in vitro einen sehr breiten Tropismus, so dass 
bisher keine Zelllinie bekannt war, die nicht durch FV infiziert werden konnte. Obwohl 
diese Besonderheit darauf schließen lässt, dass ein sehr ubiquitäres Molekül auf der 
Wirtszelloberfläche für die FV-Bindung verwendet wird, ist der Rezeptor für die Virus-
Aufnahme noch nicht bekannt. Dass FV einen pH-abhängigen Aufnahmemechanismus 
verwenden, lässt eine endozytotische Aufnahme vermuten. Dennoch sind die frühen 
Replikationsschritte, die zur Fusion der viralen und Wirtszellmembran führen, nur 
unzureichend charakterisiert. Deswegen sollten in der vorliegenden Arbeit funktionelle 
autofluoreszierende FV hergestellt werden, um die Bindung und Aufnahme-
mechanismen foamyviraler Partikel in Wirtszellen mit fluoreszenzmikroskopischen 
Analysen zu untersuchen. Durch den autofluoreszierenden Protein-Tag können Viren 
auf ihrer Reise durch die Wirtszelle in Echtzeit verfolgt werden. Vorraussetzung dafür 
ist, dass der fusionierte AFP-Tag (AFP, engl. „autofluorescent protein“) nicht mit der 
wildtypischen Funktion des viralen Proteins interferiert.  
Zu diesem Zweck wurden zunächst verschiedene PFV (Prototyp FV) AFP- oder HA-
markierte Kapsid-Fusionsproteine (Gag-FP) hergestellt und auf ihre Funktionalität 
überprüft. Dabei wurden die Protein-Tags (mCherry, eGFP, mCerulean, eYFP, HA) 
jeweils entweder N- oder C-terminal an PFV Gag fusioniert. Die N- und C-terminalen 
Gag-FP wurden im Vergleich zu unmarkierten PFV Gag Proteinen gleichermaßen in 
transfizierten Zellen exprimiert. Es zeigte sich jedoch, dass der Gag N- und C-
Terminus nicht gleichermaßen für eine Fusion mit einem AFP geeignet ist. 
Wohingegen keiner der Protein-Tags am Gag C-Terminus einen Einfluss auf die 
Partikelfreisetzung zeigte, führte bereits die Fusion des kleinen HA-Tags am Gag N-
Terminus zu einer deutlich verringerten Partikelfreisetzung, und die Fusion eines 
größeren AFP-Tags sogar zum kompletten Verlust der Partikelfreisetzungsfähigkeit. 
Durch elektronenmikroskopische Analysen transfizierter Zellen wurde festgestellt, dass 
die N-Gag-eGFP-FP zwar wie wildtypische Viren zu homogenen Kapsiden am 
Zentrosom akkumulierten, jedoch nie an zellulären Membranen Knospungsstrukturen 
ausgebildet wurden. Demzufolge können die N-Gag-AFP-FP möglicherweise nicht mit 
den viralen Glykoproteinen (Env) interagieren, was bei FV für eine Partikelfreisetzung 
essentiell ist. Im Gegensatz dazu wurden wildtypische Kapside und 
Knospungsstrukturen an der Plasmamembran für die C-Gag-eGFP-FP nachgewiesen. 
Dennoch besaßen die C-Gag-AFP-FP enthaltenden Viruspartikel im Vergleich zum 
unmarkierten Wildtyp bei gleicher Partikelfreisetzungseffizienz eine um den Faktor 10 – 
100 reduzierte Infektiosität. Diese Titerreduktion konnte durch Kotransfektion von 
unmarkierten und eGFP-markierten Gag im Verhältnis 1:1 auf 50% und im Verhältnis 
3:1 auf Wildtyp-Niveau angehoben werden.  
Um die C-terminal Kapsid-markierten PFV Partikel für fluoreszenzmikroskopische 
Untersuchungen einsetzen zu können, wurde zunächst überprüft, welches der AFPs 
eine ausreichend hohe Signalstärke vermittelt, um foamyvirale Partikel effizient 
detektieren zu können. Dabei stellte sich heraus, dass lediglich Gag-eGFP und Gag-
eYFP enthaltende Kapside eine ausreichend hohe Signalstärke vermittelten, 
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wohingegen mCerulean und mCherry als Gag Protein-Tag nur bedingt geeignet waren. 
Für alle weiteren Experimente wurden deswegen C-Gag-eGFP-markierte FV 
verwendet, die zunächst für die Analyse der Bindungsfähigkeit foamyviraler Partikel an 
die Wirtszelloberfläche verwendet wurden. Grundlage für die Experimente zur FV Env-
vermittelten Bindung retroviraler Partikel an die Wirtszelloberfläche war die erstmalige 
Identifizierung von Zelllinien (Pac2, AB9, ZF4, G1E-ER4), die nicht mit FV infiziert 
werden können. Interessanterweise konnte nachgewiesen werden, dass sowohl die 
Pac2 als auch die G1E-ER4 Zellen PFV Env-enthaltende Viruspartikel an ihrer 
Zelloberfläche binden konnten. Ob diese Bindung durch Interaktion mit dem FV 
Rezeptor oder durch unspezifische Interaktion der Viruspartikel mit Komponenten der 
Wirtszellmembran verursacht wurde, konnte nicht geklärt werden. Ein in dieser Arbeit 
durchgeführter Lipid-Bindungs-Assay zeigte jedoch, dass FV zumindest nicht an 
zelluläre Lipide binden können.  
Um die frühen Replikationsschritte in Wirtszellen mit verschiedenen 
Fluoreszenzmikroskopie-Anwendungen zu untersuchen, wurden doppelt markierte FV 
Partikel bestehend aus C-Gag-eGFP und mCherry-Env verwendet. Zur Herstellung 
dieser Viren wurde das virale Glykoprotein mit dem AFP mCherry (mCh) fusioniert. Die 
mCh-Env-FP wurden für PFV und SFVmac („macaque Simian Foamy Virus“) Env 
hergestellt, und waren bei Kotransfektion von unmarkiertem Gag hinsichtlich der 
Partikelfreisetzung und der Infektiosität der Viruspartikel vollständig funktionell. Die 
relative Infektiosität doppelt markierter Viren war hingegen reduziert, und erreichte 
Werte, die für einfach Gag-eGFP-markierte Partikel beobachtet wurden. 
Um die Aufnahme der doppelt markierten FV Partikel in infizierten Zellen zu 
untersuchen, wurde die Widefield Live-Cell Mikroskopie verwendet. Neben den 
wildtypischen Viren wurden auch nicht-infektiöse Viruspartikel eingesetzt, in denen das 
virale Glykoprotein aufgrund einer Inaktivierung der Spaltstelle zwischen der 
Oberflächen- und Transmembran-Untereinheit in Env nicht mehr fusogen ist. Die 
Hauptergebnisse dieser Analysen waren, dass sowohl wildtypische als auch nicht-
fusogene Viruspartikel in Zielzellen aufgenommen und zum Zentrosom transportiert 
werden. Im Unterschied zu wildtypischen Viren wurde bei den nicht-fusogenen Viren 
jedoch nie eine Kapsid-Akkumulation am Zentrosom beobachtet, weil für die 
Kapsidfreisetzung ein fusionsfähiges Glykoprotein benötigt wird. Darüber hinaus 
konnte gezeigt werden, dass nicht-fusogene Viren in Wirtszellen innerhalb von 6h nach 
Virusbindung in Lysosomen degradiert werden. 
Im Anschluss an diese Untersuchungen wurden die Fusionsereignisse einzelner Viren 
während der Infektion einer Wirtszelle mit einer Spinning Disk Mikroskopie (SDM) 
näher charakterisiert. Bisher war nicht bekannt, wo und wann FV in Zielzellen 
fusionieren, um ihr Kapsid ins Zytoplasma freizusetzen. Die SDM- und die 
anschließend durchgeführte „Single Virus Tracking“-Analyse zeigte, dass PFV Env-
tragende Partikel sowohl an der Plasmamembran als auch in vermeintlichen 
Endosomen fusionieren können, wohingegen SFV Env-tragende Partikel die Fusion 
wahrscheinlich nur in Endosomen auslösen können. Dass die endosomalen 
Fusionsereignisse von PFV Env-enthaltenden Partikeln bereits auch früh nach 
Virusaufnahme stattfanden, lies darauf schließen, dass diese Viren in frühen 
Endosomen fusionieren können. Im Gegensatz dazu ließen die erhaltenen Daten 
vermuten, dass die Fusion von SFV Env-tragenden Partikeln vermutlich erst später in 
späten Endosomen eingeleitet wird.  
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1.1.1 Allgemeine Merkmale und Klassifizierung von Retroviren 
Unter dem Begriff Retroviren fasst man Membran-umhüllte Viren zusammen, die nach 
Infektion eukaryotischer Zellen ihr virales Erbgut in das zelluläre Wirtszellgenom 
integrieren. Vertreter dieser Virusfamilie zeichnen zwei besondere Merkmale im 
retroviralen Replikationszyklus aus. Zum einen kodiert das retrovirale Genom für eine 
enzymatische Komponente, die Reverse Transkriptase, die das RNA- in ein DNA-
Genom transkribiert (Baltimore, 1970; Temin & Mizutani, 1970). Zum anderen entfalten 
einige Retroviren durch diese Integration ein onkogenes Potential, das zur Entartung 
der infizierten Zellen führen kann, indem durch den viralen Promotor Zellregulatorgene 
aktiviert oder inaktiviert werden (Modrow et al., 2003; Temin, 1970).  
Als erstes humanpathogenes Retrovirus wurde HTLV-1 (Humanes T-Lymphotropes 
Virus 1) 1980 von Robert Charles Gallo entdeckt (Poiesz et al., 1980). Nur wenige 
Jahre später wurde der bekannteste Vertreter dieser Virusfamilie, das HI-Virus 
(Humanes Immundefizienz Virus), beschrieben (Barre-Sinoussi et al., 1983; Gallo et 
al., 1984).  
Die aktuell verbindliche Taxonomie der Retroviren wird durch die ICTV (engl. 
„International Committee on Taxonomy of Viruses“) vorgegeben. Demnach wird die 
Familie der Retroviren in zwei Unterfamilien mit den dazugehörigen sieben Gattungen 
aufgrund genetischer Verwandtschaftsverhältnisse unterteilt (Tab. 1-1). 
 
Tab. 1-1 Taxonomie der Retroviridae, nach ICTV (2009). ICTV, „International Committee on 
Taxonomy of Viruses“ (http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?version=2009). 
Unterfamilie Gattung Genom Beispiel 
Orthoretrovirinae Alpharetrovirus einfach ALV („Avian Leukosis Virus“) 
 Betaretrovirus einfach MMTV („Mouse Mammary 
Tumor Virus“) 
 Deltaretrovirus komplex HTLV-1 („Human T-
Lymphotropic Virus 1“) 
 Epsilonretrovirus komplex WDSV („Walleye Dermal 
Sarcoma Virus“) 
 Gammaretrovirus einfach MLV („Murine Leukemia Virus“) 
 Lentivirus komplex HIV-1 („Human 
Immunodeficiency Virus 1“) 
Spumaretrovirinae Spumavirus/  
Foamyvirus 
komplex PFV („Prototype Foamy Virus“), 





Nach funktionellen Gesichtspunkten wird die Familie der Retroviridae in einfache und 
komplexe Retroviren eingeteilt. Wohingegen einfache Retroviren nur die 
charakteristischen Gene für die viralen Strukturproteine (gag, env) und der 
enzymatischen Komponenten (pol) enthalten, besitzen komplexe Retroviren zusätzlich 
akzessorische Gene (Modrow et al., 2003). Die davon exprimierten Proteine 
übernehmen Funktionen auf regulatorischer Ebene, beispielsweise bei der Steuerung 
der viralen Promotor-Aktivität oder als Supressor antiviraler Abwehrmechanismen der 
Wirtszellen (Lochelt et al., 2005; Mangeat et al., 2009). 
Des Weiteren erfolgt eine Einteilung in endogene und exogene Retroviren. 
Wohingegen exogene Retroviren zwischen verschiedenen Organismen übertragen 
werden, findet die Verbreitung der endogenen Retroviren (ERV) ausschließlich über 
die Keimbahn statt (Boeke & Stoye, 1997). Die im Wirtszellgenom vorliegenden ERV 
stellen meistens unvollständige Überreste eines integrierten Provirus dar. Daher kann 
die Mehrheit der ERV keine infektiösen Partikel bilden, weil die meisten viralen Gene 
deletiert sind (Modrow et al., 2003).  
 
1.1.2 Morphologie und Genomorganisation der Lentiviren 
Lentivirale Partikel haben eine sphärische Gestalt mit einem Durchmesser von 80 – 
120 nm (Coffin et al., 1997). Die äußere Hülle bildet eine Wirtszell-abgeleitete 
Lipidmembran, in der die viralen Glykoproteine (Env, engl. „envelope“), bestehend aus 
der Oberflächen-Untereinheit (SU) und der Transmembran-Untereinheit (TM), als 
trimere Komplexe eingelagert sind (Zhu et al., 2003). Im Zentrum des Partikels liegt 
das konische Kapsid, das aus den viralen Kapsidproteinen (CA) aufgebaut ist. Es 
umschließt die viralen Enzyme Protease (PR), Reverse Transkriptase (RT) und 
Integrase (IN) sowie das diploide virale RNA-Genom. Die zwei einzelsträngigen +RNA-
Moleküle liegen mit Nukleokapsidproteinen (NC) assoziiert vor, und sind an ihrem 5’ 
Ende miteinander verbunden (Darlix et al., 1990). Zwischen dem Kapsid und der 
Hüllmembran befindet sich eine aus Matrixproteinen (MA) aufgebaute Proteinschicht 
(Vogt, 1997).  
Das lentivirale RNA-Genom (9 kb) besitzt die für eukaryotische mRNAs typischen 5’ 
Cap (7’ Methylguaninkappe) und 3’ PolyA-Strukturen (Vogt, 1997), wodurch es vor 
schneller Degradierung durch zelluläre Proteine geschützt ist (Linial, 1999). Im 5’ 
Bereich ist eine Ψ–Region lokalisiert, über die die Verpackung des viralen Genoms 
während der Partikelmorphogenese gesteuert wird. Die ORFs (engl. „open reading 
frames“) der aufeinander folgenden, teilweise überlappenden viralen Gene werden von 
RNA-Strukturen flankiert, die wichtig für die Reverse Transkription (RTr) und die später 
stattfindende Integration des proviralen Genoms sind (Modrow et al., 2003).  
Notwendige Basenabfolgen für die RTr sind die R-Regionen (R, redundant), die sowohl 
im 5’ als auch im 3’ Bereich der viralen RNA in identischer Basenabfolge vorliegen, die 
5’ gelegene PBS (engl. „primer binding site), an die eine virus-spezifische zelluläre 
tRNA (HIV-1, tRNALys) gebunden ist, sowie der 3’ gelegene Polypurintrakt (PPT). Die 
PBS und der PPT dienen in unterschiedlichen Stadien der RTr jeweils als Primer für 
die Einleitung der DNA-Synthese (Beerens et al., 2001). Für die Integration sind die 5’ 
gelegene U5- und die 3’ gelegene U3-Region (U, engl. „unique“) notwendig, die im 
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Zuge der RTr zusammen mit der R-Region in zwei identische LTRs (engl. „long 
terminal repeats“) organisiert werden, die das virale dsDNA-Genom flankieren. Die 
LTRs bestehen jeweils aus den Regionen U3/R/U5, und vermitteln über die U3- und 
U5-Region die Integration der proviralen DNA in das Wirtszellgenom. Zusätzlich zu 
dieser Funktion besitzt die U3-Region Promotoraktivität, und steuert damit die virale 
Genexpression des integrierten Provirus (Vogt, 1997).  
Da Lentiviren zu den komplexen Retroviren gehören, werden zusätzlich zu den 
klassischen Genprodukten Gag, Pol und Env akzessorische Proteine gebildet. Das 
lentivirale Gag Protein (Gag, Gruppen-spezifische Antigene) wird vom gag-ORF kodiert 
und zunächst als Vorläuferprotein exprimiert. Die Prozessierung in die reifen Protein-
Untereinheiten MA, CA und NC erfolgt während der Partikelmorphogenese in 
freigesetzten Viren (Swanstrom & Wills, 1997).  
Die enzymatischen Komponenten werden durch den pol-ORF kodiert. Das Pol-
Vorläuferprotein wird jedoch nicht einzeln sondern durch Verschiebung des 
ribosomalen Leserasters während der Translation als Gag-Pol-Fusionsprotein 
exprimiert (Jacks et al., 1988). Die Prozessierung in die drei aktiven Pol-Untereinheiten 
PR, RT und IN erfolgt autokatalytisch erst in freigesetzten Partikeln (Hill et al., 2005).  
Der env-ORF kodiert für das virale Glykoprotein. Im Gegensatz zu Gag und den Gag-
Pol-Fusionsproteinen erfolgt die Env Translation nicht an freien Ribosomen im 
Zytoplasma, sondern an Ribosomen des rauen ER (Endoplasmatisches Retikulum). 
Gesteuert wird dies über eine N-terminale Signalsequenz, dem Env SP (Signalpeptid). 
Während des Transports durch das ER und den Golgi wird das Env Protein glykosyliert 
und durch zelluläre Proteasen in die Untereinheiten SP, SU und TM gespalten 
(Swanstrom & Wills, 1997). Das SP wird posttranslational abgespalten. Lediglich die 
SU- und TM-Domäne bleiben über nicht-kovalente Wechselwirkungen miteinander 
verbunden (Land et al., 2003; Wyatt & Sodroski, 1998). In freigesetzten Partikeln 
vermittelt die SU-Untereinheit die Bindung an den spezifischen Rezeptor auf den 
Wirtszellen. Die TM-Untereinheit leitet nach Virus-Rezeptor-Bindung die Fusion der 
viralen und zellulären Membran ein (Modrow et al., 2003). 
Die akzessorischen Proteine (Rev, Tat, Tev, Nef, Vif, Vpr, Vpu) des HIV-1 übernehmen 
regulatorische Funktionen auf Expressions-Ebene, beeinflussen die Infektiosität der 
Nachkommenviren oder manipulieren das Immunabwehrsystem des Wirts (Mangeat et 
al., 2009; Modrow et al., 2003). 
 
1.1.3 Der lentivirale Replikationszyklus 
Im folgendem wird der lentivirale Replikationszyklus am Beispiel von HIV-1 
beschrieben.  
Die Infektion einer Zelle beginnt mit der Bindung des viralen Partikels an den 
spezifischen Zelloberflächenrezeptor (CD4), wodurch sich die Konformation des viralen 
Glykoproteins (gp120) ändert. Nur dadurch ist die Bindung an die spezifischen 
Korezeptoren CCR5 oder CXCR4 möglich. Die Korezeptorbindung führt im 
extrapartikulärem Bereich der Env TM-Domäne zur Exposition des Fusionspeptides, 
das sich in die Wirtszellmembran inseriert (Doms & Moore, 2000). Durch Fusion der 
viralen Hüllmembran mit der Plasmamembran (PM) der Wirtszelle wird das Kapsid in 
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das Zytoplasma freigesetzt (Brandenburg & Zhuang, 2007; McDonald et al., 2002). 
Nach der Virusaufnahme wird einhergehend mit dem Kapsidzerfall die Reverse 
Transkription des viralen RNA-Genoms eingeleitet (Arhel, 2010). Die somit 
synthetisierte dsDNA ist als provirales Genom Bestandteil des 
Präintegrationskomplexes (PIC), der zusätzlich assoziiert mit viralen und zellulären 
Proteinen vorliegt (Piller et al., 2003). Der PIC wird in den meisten Zelllinien Zellzyklus-
unabhängig in den Zellkern importiert (Yamashita & Emerman, 2006). Im Anschluss an 
den Zellkern-Import des PICs wird das Provirus in das Wirtszellgenom integriert, und 
die Transkription der Virus-eigenen genomischen und gespleißten mRNAs wird 
eingeleitet. Nach dem Zellkern-Export der viralen mRNAs werden die viralen Proteine 
im Zytoplasma an freien Ribosomen oder Ribosomen des rauen ER translatiert 
(Modrow et al., 2003). Die exprimierten Gag und Gag-Pol-Vorläuferproteine lagern sich 
im Zuge der Kapsidmorphogenese nach der C-Typ-Strategie an der PM zusammen 
(Swanstrom & Wills, 1997). Zur Verankerung der Kapsidproteine in der Membran trägt 
das Gag Protein ein N-terminales Myristylierungssignal (Gottlinger, 2001). Während 
der Kapsidzusammenlagerung werden in jedem Kapsid zwei Moleküle der 
genomischen RNA verpackt, die über das Ψ-Verpackungssignal an die NC-Bereiche 
des Gag-Pol-Vorläuferproteins binden können (Swanstrom & Wills, 1997). Die viralen 
Glykoproteine werden nach der Translation am ER mit dem sekretorischen Weg zur 
PM transportiert, an der die Viruspartikel in einem unreifen Zustand knospen 
(Gottlinger, 2001). Der abschließende Reifungsprozess wird durch die autokatalytische 
Spaltung der Protease aus dem Gag-Pol-Vorläufermolekül eingeleitet, wodurch 
anschließend die Gag-Proteine in ihre Protein-Untereinheiten gespalten werden (Hill et 
al., 2005).  
 
1.2 Foamyviren 
1.2.1 Allgemeine Merkmale und Klassifizierung der Foamyviren 
Foamyviren weisen in ihrer Genexpression und ihrem Replikationszyklus deutliche 
Unterschiede zu den orthoretroviralen Vertretern der Retroviridae auf. Deswegen 
wurden sie in eine eigene Unterfamilie, die Spumaretrovirinae, eingeordnet (Tab. 1-1).  
Erstmalig wurden Foamyviren 1954 eher zufällig durch J. Enders und T. Peebles als 
Kontamination in primären Nierenzellkulturen von Rhesusaffen entdeckt (Enders & 
Peebles, 1954). In den folgenden Jahren wurden Isolate aus verschiedenen 
Säugetieren gewonnen. Dazu gehört das 1961 entdeckte SFVmac (engl. „macaque 
simian foamy virus“), das aus Affen isoliert wurde (Johnston, 1961). Als weitere Wirte 
konnten unter anderem sowohl Katzen (FFV, engl. „feline foamy virus“) als auch 
Rinder (BFV, engl. „bovine foamy virus“) identifiziert werden (Malmquist et al., 1969; 
Riggs et al., 1969). Aufsehen erregte 1971 ein vermeintliches humanes Isolat, das aus 
dem Nasopharyngealkarzinom eines Kenianers als erstes humanes Retrovirus isoliert 
wurde (Achong et al., 1971). Diese als HFV (engl. „human foamy virus“) bezeichnete 
Variante zeigte jedoch eine 86-95% genetische Homologie zum bereits bekannten 
SFVcpz (Herchenroder et al., 1994), weswegen das HFV in PFV (engl. „prototype 
foamy virus“, SFVcpz(hu)) umbenannt wurde. Man vermutete, dass es sich bei PFV 
lediglich um eine Variante des SFV handelte, die wahrscheinlich zoonotisch von Affe 
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zu Mensch übertragen wurde. Solche Übertragungen sind relativ selten, können jedoch 
bei Tierpflegern in Risikogebieten wie Zoologischen Gärten oder Primatenzentren 
auftreten (Heneine et al., 2003). Man geht davon aus, dass eine Übertragung durch 
Lecken und Beißen eines infizierten Affen möglich ist, da FV aus dem Speichel dieser 
isoliert werden konnten (Linial, 2000). Untersuchungen von in Gefangenschaft 
lebenden Primaten belegten, dass etwa 93% mit FV infiziert sind. Dennoch konnte 
bisher weder eine Tier- noch Humanpathogenität in natürlichen oder zoonotisch 
infizierten Wirten nachgewiesen werden (Heneine et al., 2003; Linial, 2000; Linial, 
1999; Meiering & Linial, 2001). Durch Zoonose infizierte Menschen zeigten keine 
Übertragung auf andere Personen, womit der Mensch für FV wohl eher als „dead-end“ 
Wirt anzusehen ist (Heneine et al., 1998). FV induzieren zwar eine persistierende 
Infektion, können jedoch nur bei Primaten nicht bei Menschen aus dem Speichel 
isoliert werden (Linial, 2000). Ein Assoziation von zoonotisch verursachten humanen 
FV Infektionen mit beispielsweise Tumorerkrankungen oder Schilddrüsenfehl-
funktionen wurden kontrovers diskutiert, konnten jedoch nicht bewiesen werden 
(zusammengefasst in Meiering & Linial, 2001). 
Entgegen des apathogenen Verhaltens in vivo sind foamyvirale Infektionen in vitro 
durch eine starke Zytopathogenität gekennzeichnet. Infizierte Zellen bilden durch 
Fusion von Nachbarzellen vielkernige Riesenzellen (Syncytia), die in Zusammenspiel 
mit der Zelllyse und einer zytoplasmatischen Vakuolisierung der Zellkultur ein 
schaumartiges Erscheinungsbild verleihen. Aufgrund dieser Merkmale erhielten die 
Foamyviren (engl. „foam“, dt. Schaum) ihren Namen.  
Foamyviren besitzen ein sehr breites Wirtsspektrum. Verdeutlicht wird dieses FV-
spezifische Merkmal dadurch, dass bisher alle analysierten Zelllinien in vitro sensitiv 
für foamyvirale Infektionen sind. Dazu gehören eine große Anzahl Säugetierzellen, 
Vögel- und sogar Reptilien-Zelllinien (Hill et al., 1999; Mergia et al., 1996). Erst kürzlich 
führten umfangreiche Untersuchungen jedoch zur Identifizierung von zwei Zelllinien, 
die nicht permissiv für FV sind – eine Zebrafisch-abgeleitete Zelllinie (Pac2) und eine 
humane Erythrozyten-Vorläuferzelllinie (G1E-ER4) (Stirnnagel et al., 2010). Inwiefern 
diese nicht permissiven Zelllinien einen Beitrag zur Entdeckung des immer noch 
unbekannten FV Rezeptors leisten, werden zukünftige Untersuchungen zeigen. 
Dennoch lässt der breite Tropismus darauf schließen, dass ein sehr ubiquitär 
verbreitetes Molekül auf der Zelloberfläche der Wirtszellen von FV als Rezeptor 
genutzt wird.  
 
1.2.2 Morphologie und Genomorganisation 
Foamyvirale Partikel haben eine sphärische Gestalt und einen Durchmesser von 100 – 
140 nm (Delelis et al., 2004) (siehe Abb. 1-1 A-B). Die äußere Hülle bildet eine Lipid-
Doppelschicht, die bei der Partikelknospung von Membranen infizierter Wirtszellen 
übernommen wird. Darin eingelagert sind die viralen Glykoproteine, die aus den Env-
Untereinheiten LP (Leaderpeptid, gp18LP), SU (gp80SU) und TM (gp48TM) bestehen. Die 
durch kovalente und nicht-kovalente Wechselwirkung miteinander assoziierten Env-
Untereinheiten ragen auf der Partikeloberfläche als charakteristische „spikes“ mit einer 
Länge von 5 – 15 nm hervor (Morozov et al., 1997; Saib et al., 1995).  
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Abb. 1-1 Darstellung der Morphologie foamyviraler Partikel und der Genomorganisation. 
(A) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines FV Partikels (Lindemann & Zentgraf, 
unveröffentlicht). (B) Schematischer Aufbau eines FV Partikels (verändert nach Lindemann & 
Rethwilm , 2011). (C) Genomorganisation und Genexpression der FV (verändert nach Lindemann & 
Rethwilm, 2011). SU, Env Oberflächen-Untereinheit; TM, Env Transmembran-Untereinheit; LP, Env 
Leaderpeptid; IN, Integrase; PR, Protease; RT, Reverse Transkriptase; RH, RNaseH; LTR, „long 
terminal repeat“; IP, Interner Promotor; ORF, „open reading frame“; PBS, „primer binding site“; CAS, 
„cis-acting sequences“; PPT, Polypurintrakt; Tas, „transactivator of spumaviruses“. 
 
Elektronenmikroskopische Analysen ergaben, dass die Glykoproteine als Trimere 
angeordnet sind, die sich wiederum zu Hexameren zusammenlagern, und dadurch 
möglicherweise eine Art Rezeptorbindungstasche ausbilden (Wilk et al., 2000).  
Im Zentrum des Partikels befindet sich ein sphärisch-ikosaedrisches Kapsid, das  
einen Durchmesser von 65 – 70 nm hat (Morozov et al., 1997). Das Kapsid ist aus den 
Gag Proteinen (p68Gag /p71Gag) aufgebaut und enthält das virale Genom sowie die 
viralen Enzym-Untereinheiten PR-RT-RH (p85PR-RT-RH) und Integrase (p40IN). Ähnlich 
den Orthoretroviren werden zwei RNA-Moleküle verpackt, die über eine 5’ gelegene 
Region dimerisieren (Erlwein et al., 1997). Im Gegensatz zu Orthoretroviren ist das 
infektiöse Genom in freigesetzten Partikeln weitestgehend DNA (Yu et al., 1999), weil 
FV ihr RNA-Genom vor der Partikelfreisetzung revers transkripieren können (Moebes 
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auch RNA-enthaltende Partikel Zellen infizieren können (Delelis et al., 2003; 
Zamborlini et al., 2010).  
Wie bereits für komplexe Retroviren beschrieben, enthält das FV provirale DNA-
Genom (13 kb) zusätzlich zu den ORFs für gag, pol und env genetische Informationen 
für zwei akzessorische Proteine (Tas, Bet) (Herchenroder et al., 1994; Lecellier & Saib, 
2000) (siehe Abb. 1-1 C). Flankiert werden die kodierenden Bereiche von zwei LTRs, 
die aus den Regionen U3/R/U5 aufgebaut sind. Die U-Regionen vermitteln die IN-
gesteuerte Integration ins Wirtszellgenom. Darüber hinaus enthält die U3 Region den 
Promotor und cis-aktive Elemente zur Steuerung der Genexpression (Linial, 1999; 
Modrow et al., 2003). Ein weiterer, interner Promotor (IP) befindet sich im 3’ Bereich 
innerhalb des env-ORFs, über den die frühen viralen Proteine (Tas, Bet) exprimiert 
werden (Lochelt et al., 1993). Details zur Regulation der Genexpression werden in 
Abschnitt 1.2.3.4 und 1.2.4 beschrieben. 
Auf RNA-Ebene enthält das foamyvirale Genom viele cis-aktive Sequenzelemente, die 
auch bei anderen Retroviren zu finden sind. Dazu gehören die PBS, an die eine 
zelluläre tRNALys gebunden ist und der PPT. Beide Sequenzabschnitte sind notwendig 
für die Reverse Transkription (Linial, 1999). Die Verpackung des viralen RNA-Genoms 
wird über cis-aktive Sequenzen (CAS) im 5’ Bereich des Genoms und innerhalb des 
pol-ORFs gesteuert (Erlwein et al., 1998; Heinkelein et al., 1998; Wiktorowicz et al., 
2009).  
 
1.2.3 Expression und Funktion der foamyviralen Proteine 
1.2.3.1 Das PFV Gag Kapsidprotein 
Der Aufbau und die Funktion des FV Kapsidproteins zeigt sowohl deutliche 
Unterschiede als auch funktionelle Gemeinsamkeiten zu orthoretroviralen Gag 
Proteinen (siehe Abb. 1-2).  
Das PFV Gag Protein wird im Zytoplasma von einer genomischen, ungespleißten RNA 
als 71 kDa Vorläuferprotein exprimiert. Im Gegensatz zu Orthoretroviren wird das Gag-
Vorläuferprotein durch die virale Protease nur einmal und bereits vor der 
Partikelfreisetzung gespalten (Flugel & Pfrepper, 2003). Die C-terminale Prozessierung 
findet wahrscheinlich nach Pol-Einlagerung während der Kapsidmorphogenese oder 
kurz vor der Knospung statt. Dabei entsteht ein 68 kDa und ein kleineres 3 kDa 
umfassendes Gag-Protein (Flugel & Pfrepper, 2003; Giron et al., 1997; Pfrepper et al., 
1999). Das Kapsid freigesetzter PFV Partikel ist aus p68Gag und p71Gag im Verhältnis 
1:1 oder 4:1 aufgebaut (Cartellieri et al., 2005b). Es ist bisher nicht bekannt, welche 
Funktion das kleinere p3Gag Spaltprodukt hat bzw. ob es während der 
Partikelmorphogenese eingelagert wird. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die 
Gag-Vorläuferproteinspaltung essentiell für die Infektiosität freigesetzter Viren ist 
(Enssle et al., 1997; Konvalinka et al., 1995; Zemba et al., 1998). Eine weitere 
Prozessierung erfährt das Gag Protein während des Kapsidzerfalls in infizierten Zellen 
durch virale und zelluläre Proteasen (Lehmann-Che et al., 2005). Frühere Studien 
konnten bereits zeigen, dass der Gebrauch der sekundären Gag Spaltstellen essentiell 
für die Infektiosität ist (Pfrepper et al., 1999). 
Ein weiterer Unterschied zu orthoretroviralen Gag Proteinen ist das Fehlen der Cys-His  
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Abb. 1-2 Schematische Darstellung des PFV Gag Vorläuferproteins (Lindemann & 
Rethwilm, 2011). Das Protein umfasst 648 Aminosäuren. An Aminosäureposition 621 befindet sich 
die primäre Spaltstelle, die zur Abspaltung des p3Gag führt. Die drei sekundären Spaltstellen sind 
durch gestrichelte Pfeile markiert. Die Funktionen der verschiedenen Gag Domänen sind im 
Abschnitt 1.2.3.1 beschrieben. CC1-CC4, „coiled-coil“ Domänen; CTRS, „cytoplasmatic targeting and 
retention signal“; L, „late“ Domäne; A, „assembly“ Domäne (YXXLGL); GRI-III, Glycin-Arginin reiche 
Domänen. Das kürzlich beschriebene NES (engl. „nuclear export signal“) ist innerhalb der 
Aminosäuren 95-112 lokalisiert. 
 
reichen Domänen im C-Terminus von FV Gag, welche bei Orthoretroviren vor allem die 
Bindung der Nukleokapsidproteine an die virale RNA vermitteln (Modrow et al., 2003). 
Anstelle dessen besitzen FV Glycin-Arginin (GR)-reiche Sequenzen, die bei Primaten 
FV in Form von drei GR-Boxen im C-terminalen Teil von Gag zu finden sind. Frühere 
Studien gingen davon aus, dass die GRI in PFV Gag, ähnlich den Cys-His-reichen 
Domänen der Orthoretroviren, eine Bindung von Gag an Nukleinsäuren ermöglicht (Yu 
et al., 1996b). Neuere Studien belegen jedoch, dass die GRI bei PFV eher eine Rolle 
bei der Pol-Verpackung, der Kapsidmorphologie und der Reversen Transkription spielt 
(Mullers et al., 2011b). Auch die bisherige Funktion der GRII, ein NLS-(nukleäres 
Lokalisationssignal)-vermittelter Import von Gag in den Zellkern, wurde durch Mullers 
et al. in Frage gestellt (Mullers et al., 2011b; Schliephake & Rethwilm, 1994). Denn die 
Autoren konnten zeigen, dass der Zellkern-Import nicht durch das NLS-Signal, sondern 
durch das CBS (engl. „chromatin binding signal“) innerhalb der GRII vermittelt wird. 
Nachdem Import von Gag in den Zellkern, vermittelt das CBS eine Interaktion von PFV 
Gag mit Histon 2A und 2B, wodurch Gag an die mitotischen Chromosomen binden 
kann und damit möglicherweise die Integration des viralen Genoms erleichtert wird 
(Tobaly-Tapiero et al., 2008). Darüber hinaus wurden durch Mullers et al. neue 
Funktionen der GRII für den PFV Replikationszyklus beschrieben. So scheint die GRII 
neben dem Zellkernimport zusätzlich die intrapartikuläre Reverse Transkription zu 
beeinflussen. Denn Mutationen der PFV Gag GRII führten zu einer Reduktion des 
DNA-Gehalts und damit der Infektiosität freigesetzter Partikel. Obwohl der GRIII bisher 
keine Funktion zugeteilt werden konnte, lässt die Studie von Mullers et al. eine 
ähnliche Rolle der GRIII bei der intrapartikulären Reversen Transkription wie bei der 
GRII vermuten (Mullers et al., 2011b).  
Im Gegensatz zu einigen Vertretern der Orthoretroviren (z. B. Lentiviren) findet die 
Kapsidzusammenlagerung bei FV nach der B/D-Typ Strategie im Zytoplasma statt 
(Shaw et al., 2003). Damit und durch das Fehlen einer N-terminalen Myristylierung 
unterscheidet sich das FV Gag deutlich von den Lentiviren, bei denen die 
Kapsidzusammenlagerung aufgrund der Gag-Membranverankerung an der PM nach 
C-Typ Strategie erfolgt (Gottlinger, 2001). Für die Kapsidzusammenlagerung 
interagieren die PFV Gag Proteine über eine N-terminale CC2-Domäne (CC, engl. 
„coiled-coil“) (Tobaly-Tapiero et al., 2001). Dass die Kapsidzusammenlagerung 

























and retention signal“) reguliert, das eine hoch konservierte Aminosäure (R50) enthält. 
Mutationen dieser Aminosäure verhindern eine korrekte Kapsidzusammenlagerung am 
MTOC (engl. „microtubule organizing center“) und eine Partikelfreisetzung (Cartellieri 
et al., 2005a; Eastman & Linial, 2001; Yu et al., 2006). Des Weiteren wird eine korrekte 
Kapsidzusammenlagerung zusätzlich durch ein YXXLGL Motiv gesteuert. Die 
Bedeutung dieser Domäne wurde herausgefunden, indem gezeigt werden konnte, 
dass Mutationen des YXXLGL Motivs bei PFV Gag die Kapsidmorphologie und damit 
die Effizienz der intrapartikulären Reversen Transkription beeinflussen (Mannigel et al., 
2007). 
Wie bei Orthoretroviren ist für die späten Schritte der Partikelfreisetzung ein L-Domän 
Motiv (L, engl. „late“) in Gag notwendig (Martin-Serrano et al., 2003). Dieses vermittelt 
eine Interaktion von PFV Gag bzw. von Kapsiden mit Komponenten des zellulären 
ESCRT-I-Systems (ESCRT-I, engl. „endosomal sorting complex required for transport 
I“) (Patton et al., 2005; Stange et al., 2005). Eine Interaktion von Gag mit TSG101, 
Bestandteil des ESCRT-I-Komplexes, konnte bisher nur für PFV Gag gezeigt werden, 
ist jedoch notwendig für eine effiziente Partikelfreisetzung (Stange et al., 2005).  
Im Gegensatz zu Orthoretroviren ist bei FV eine Interaktion von Gag mit Env essentiell 
für die Partikelfreisetzung (Lindemann et al., 2001; Wilk et al., 2001). Die dafür 
verantwortliche Domäne in Gag ist ein N- terminales CC1-Motiv (Life et al., 2008). Ein 
weiteres CC-Motiv (CC3) in PFV Gag ist während der Infektion einer Wirtszelle von 
Bedeutung. So vermittelt die CC3 eine Interaktion von PFV Gag mit der LC8 (engl. 
„light chain 8“) des Dynein Motorproteinkomplexes, wodurch ein Mikrotubuli-
abhängiger Transport eintretender Viren zum MTOC erfolgt (Petit et al., 2003). 
Möglicherweise werden über dieses Motiv auch die Gag Proteine zum Ort der 
Kapsidzusammenlagerung, dem MTOC, transportiert. 
Eine Besonderheit von FV ist die Lokalisation von Gag Proteinen im Zellkern 
transfizierter als auch infizierter Zellen (Petit et al., 2003; Saib et al., 1997; Schliephake 
& Rethwilm, 1994). Lange Zeit blieb unverstanden, welche Funktion das nukleäre Gag 
Protein übernimmt. Erst kürzlich wurde jedoch ein Modell vorgestellt, indem ein neu 
identifiziertes N-terminales NES (engl. „nuclear export signal“) in PFV Gag die Funktion 
übernimmt, durch RNA-Bindung im Zellkern den Export der viralen ungespleißten 
mRNA ins Zytoplasma zu steuern (Renault et al., 2011).  
 
1.2.3.2 Die enzymatischen PFV Pol Proteine 
Die Expression des FV Pol Proteins weist zwei wesentliche Unterschiede zu 
orthoretroviralen Pol Proteinen auf. Erstens, PFV Pol wird von einer gespleißten mRNA 
als 127 kDa großes Vorläuferprotein einzeln und nicht als Gag-Pol-Fusionsprotein 
exprimiert (Lochelt & Flugel, 1996; Yu et al., 1996a). Zweitens, das PFV Pol-
Vorläuferprotein wird nicht in die drei Untereinheiten PR, RT und IN gespalten (Flugel 
& Pfrepper, 2003). Es findet zwar wie bei Orthoretroviren eine autokatalytische 
Prozessierung statt. Diese führt jedoch nur zur Abspaltung der Integrase-Untereinheit 
(40 kDa). Die PR- und die RT-Untereinheit mit RNAseH-Aktivität (85 kDa) bilden ein 
funktionelles Fusionsprotein (siehe Abb. 1-3).  
Dadurch, dass kein Gag-Pol-Fusionsprotein gebildet wird, ist der Mechanismus der Pol  
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Abb. 1-3 Schematische Darstellung des PFV Pol Vorläuferproteins (Lindemann & 
Rethwilm, 2011). Das Protein umfasst 1143 Aminosäuren. An Aminosäureposition 751 befindet sich 
die Spaltstelle, die zur Abspaltung der IN vom PR-RT-RH Fusionsprotein führt. Die Funktionen der 
verschiedenen Pol-Untereinheiten sind im Abschnitt 1.2.3.2 beschrieben. PR, Protease; RT, Reverse 
Transkriptase; RH, RNAseH; IN, Integrase. 
 
Inkorporation bei FV anders als bei Orthoretroviren. Auf welchem Weg sichergestellt 
wird, dass Pol in die Partikel verpackt wird, ist bis ins Detail noch nicht geklärt. Es ist 
jedoch bekannt, dass nur das Pol-Vorläuferprotein durch Interaktion mit der viralen 
RNA in Partikel verpackt wird (Peters et al., 2005; Trobridge et al., 2002). Die RNA-
spezifischen Bereiche, die hierfür essentiell sind, werden PES (engl. „pol encapsidation 
sequences“) genannt. Sie liegen innerhalb der CAS I und CAS II der genomischen 
RNA vor (Peters et al., 2005; Wiktorowicz et al., 2009). Ein weiteres Modell geht davon 
aus, dass Pol durch Interaktion mit Gag verpackt werden kann (Lee & Linial, 2008). 
Möglicherweise ist für die Pol-Verpackung ein Komplex bestehend aus den drei 
Komponenten PFV Gag, Pol und RNA notwendig, in der die RNA als „Brückenmolekül“ 
wirkt (Linial & Eastman, 2003). Nach der Pol-Verpackung und während der 
Kapsidzusammenlagerung findet die Reverse Transkription statt, für die keine Pol-
Prozessierung notwendig ist, da die RT bereits im Pol-Vorläuferprotein aktiv ist (Roy & 
Linial, 2007). 
Die autokatalytische Pol Spaltung wird im Kapsid durch Aktivierung der Protease-
Aktivität ausgelöst. Eine Studie geht davon aus, dass bei PFV durch Oligomerisierung 
der IN-Untereinheiten eine Dimerisierung der PR erreicht wird (Lee et al., 2011). 
Obwohl der dimere Zustand möglicherweise nur transient ist, ist er wie bei anderen 
retroviralen Proteasen notwendig für den Übergang in einen enzymatisch aktiven 
Zustand (Hartl et al., 2008). Erst kürzlich wurde ein weiterer Mechanismus der 
Proteaseaktivierung beschrieben, indem gezeigt werden konnte, dass die Bindung des 
Pol Vorläuferproteins an einen spezifischen RNA-Abschnitt für die Protease-Aktivität 
notwendig ist. Dieser als PARM (engl. „protease-activating RNA motif“) bezeichnete 
RNA-Sequenzbereich befindet sich innerhalb der PES in der CASII (Hartl et al., 2011). 
Deswegen scheinen letztendlich sowohl Protein-Protein-Interaktionen als auch Pol-
RNA-Interaktionen zur Aktivierung der Protease beizutragen (Lindemann & Rethwilm, 
2011). Die aktive FV Protease spaltet das Gag-Vorläuferprotein und leitet damit den 
Übergang zu reifen Kapsiden noch in der Wirtszelle ein. Die durch Prozessierung 
freigesetzte IN liegt im Viruspartikel gebunden an die virale DNA vor, und vermittelt in 
infizierten Zellen die Integration ins Wirtszellgenom (Hare et al., 2010; Juretzek et al., 
2004). Interessanterweise wurde jedoch nicht nur die IN-Untereinheit, sondern auch 
der Pol-Proteinvorläufer und die PR-RT-RH-Untereinheit im Zellkern infizierter Zellen 
nachgewiesen (Imrich et al., 2000). Obwohl dies vermuten lässt, dass beide 
Untereinheiten ein NLS für den Zellkernimport besitzen, wurde dieses nur für die IN 











1.2.3.3 Das PFV Env Glykoprotein 
Das FV Glykoprotein, auch Hüllprotein genannt, wird von einer gespleißten mRNA 
aufgrund einer N-terminalen Signalsequenz in Env (LP) an Ribosomen des rauen ER 
translatiert. Das membranständige Env-Vorläuferprotein (130 kDa) nimmt zunächst 
eine Typ III-Topologie ein, bei der N- und C-Terminus ins Zytoplasma ragen 
(Geiselhart et al., 2003). Für die Membranverankerung des Glykoproteins werden 
hydrophobe (h) Abschnitte in der MSD (Membran-spannende Domäne) der TM-
Untereinheit und des Env-LPs genutzt (Lindemann et al., 2001; Wilk et al., 2001). 
Während des Transports zur Zelloberfläche wird das Env-Vorläuferprotein durch 
zelluläre Furin oder Furin-ähnliche Proteasen in die Untereinheiten LP (18 kDa), SU 
(80 kDa) und TM (48 kDa) gespalten (Duda et al., 2004; Geiselhart et al., 2004) (siehe 
Abb. 1-4). Nach der Prozessierung des Env-Vorläuferproteins entspricht die 
Konformation des Env-LPs einer Typ II-Topologie (N-Terminus im Zytoplasma) und der 
TM-Untereinheit einer Typ I-Topologie (C-Terminus im Zytoplasma) (Duda et al., 
2006). Im Gegensatz zu Orthoretroviren wird das LP zwar auch posttranslational 
abgespalten, bleibt aber über nicht-kovalente Wechselwirkungen mit der SU- und TM-
Untereinheit assoziiert (Lindemann et al., 2001). Eine SU-TM Prozessierung, nicht 
jedoch zwischen der LP- und SU-Untereinheit, ist essentiell für die Infektiosität 
freigesetzter Partikel (Duda et al., 2004). Die Inaktivierung der SU-TM Spaltstelle durch 
einen R571T Aminosäureaustausch führt zwar zur Freisetzung von Partikeln, diese sind 
jedoch nicht infektiös (Bansal et al., 2000; Pietschmann et al., 2000). 
 
 
Abb. 1-4 Schematische Darstellung des PFV Env Vorläuferproteins (Lindemann & 
Rethwilm, 2011). (A) Das Protein umfasst 988 Aminosäuren. An Aminosäureposition 126 und 571 
befinden sich die Furin-Spaltstellen, die zur Prozessierung in die drei Untereinheiten (LP, SU, TM) 
genutzt werden. Die Funktionen der verschiedenen Env-Untereinheiten sind im Abschnitt 1.2.3.3 
beschrieben. h, hydrophobe Domäne; MSD, Membran-spannende Domäne; RBD, 
Rezeptorbindungsdomäne. FuP, Fusionspeptid; K, Lysin. Glykosylierungsstellen sind 
gekennzeichnet. (B) Modell der Organisation der Env-Untereinheiten in monomerer oder trimerer 

















Die intraluminalen Domänen der Glykoprotein-Untereinheiten werden während des 
Transports durch das ER und den Golgi posttranslational glykosyliert. Von den 15 
möglichen N-Glykosylierungsstellen werden 14 genutzt, wobei jedoch nur eine in der 
SU (N8) und eine in der TM (N13) essentiell für die Infektiosität der Partikel sind 
(Luftenegger et al., 2005). Anschließend werden die Hüllproteine mit dem 
sekretorischen Weg in wahrscheinlich vesikulärer Form an die Zelloberfläche 
transportiert. Das PFV Glykoprotein kann jedoch auch aufgrund eines ERRS (engl. 
„ER retrieval signal“) in der zytoplasmatischen Domäne der TM vom Golgi wieder zum 
ER zurück transportiert werden (Goepfert et al., 1997; Goepfert et al., 1995). Man ging 
davon aus, dass dieser Rücktransport den Knospungsprozess foamyviraler Partikel in 
das ER Lumen ermöglicht. Jedoch ist das ERRS nicht essentiell für die 
Virusreplikation, da eine Inaktivierung des Signals den Knospungsprozess zwar an die 
Plasmamembran verlegte, die Infektiosität freigesetzter Viren allerdings nicht 
beeinflusste (Goepfert et al., 1999). 
Die intrazelluläre Verteilung des Env Proteins wird zusätzlich durch Lysin-vermittelte 
Ubiquitinierung des LPs an vier von fünf möglichen Stellen beeinflusst. Obwohl die 
Ubiquitinierung nicht essentiell für die Partikelfreisetzung ist, unterdrückt sie eine 
massive Ausschüttung von SVPs (subvirale Partikel) (Stange et al., 2008; Stanke et 
al., 2005). SVPs sind Membran-umhüllte Partikel, in denen nur das virale Glykoprotein 
und keine anderen viralen Proteine bzw. das Genom eingelagert sind. 
Die wohl wichtigste Funktion übernimmt das FV Glykoprotein bei der 
Partikelfreisetzung, die nur durch eine Interaktion des Env LPs mit Gag möglich ist. 
Diese spezifische Interaktion ist durch zwei Aminosäuren im Env LP hoch konserviert. 
Eine Inaktivierung des „Budding-Motivs“ (W10XXW13) durch einen 
Aminosäureaustausch der zwei Tryptophane (W) verhindert eine Partikelfreisetzung 
(Baldwin & Linial, 1998; Fischer et al., 1998; Lindemann et al., 2001; Wilk et al., 2001). 
Aufgrund der Env-abhängigen Partikelknospung werden bei FV im Unterschied zu 
Orthoretroviren keine VLPs (engl. „virus-like particles“) freigesetzt. Eine Env-
unabhängige Freisetzung von FV VLPs kann artifiziell induziert werden, indem das 
Gag-Protein durch ein N-terminales Membranlokalisationssignal modifiziert wird 
(Eastman & Linial, 2001; Life et al., 2008; Zhadina et al., 2007). Dadurch können 
ähnlich wie bei HIV-1 Kapsid-tragende partikuläre Strukturen ohne Env in der 
Hüllmembran freigesetzt werden. 
In reifen Partikeln vermittelt die SU-Domäne die Bindung an den unbekannten 
Rezeptor auf der Zelloberfläche von Wirtszellen. Die dafür verantwortliche 
Rezeptorbindungsdomäne (RBD) in PFV Env konnte auf die Aminosäurebereiche    
225 – 396 und 484 – 555 eingegrenzt werden (Duda et al., 2006). Die TM-Domäne 
vermittelt auf bisher unbekannte Weise die Fusion von viraler und zellulärer Membran 
während der Infektion von Wirtszellen. Es ist jedoch bereits bekannt, dass die 
Membran-spannende Domäne (MSD), nicht jedoch die zytoplasmatische Domäne der 
TM, für die Fusionsaktivität des Env Proteins essentiell ist (Pietschmann et al., 2000). 
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Fusionsaktivität der FV Glykoproteine 
pH-abhängig ist. Im Gegensatz zu PFV Env, dass auch bei neutralem pH-Wert eine 
signifikant höhere Fusionsaktivität besaß, wurden die fusogenen Eigenschaften aller 
anderen FV Glykoproteine ausschließlich effizient bei pH 5,5 aktiviert (Picard-Maureau 
et al., 2003). 
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1.2.3.4 akzessorische Proteine 
Das FV Genom trägt zwei zusätzliche ORFs, von denen ausgehend die zwei 
akzessorischen Proteine Tas und Bet exprimiert werden. Beide Proteine werden als 
frühe Genprodukte durch die Aktivität des Internen Promotors gebildet und nicht in 
freigesetzte Partikel eingelagert (Meiering & Linial, 2001). 
Tas (engl. „transactivator of spumaviruses“) ist ein viraler Transkriptionsfaktor, der 
aufgrund einer geringen Basalaktivität des internen Promotors als frühes Genprodukt 
gebildet wird. Nach der Expression im Zytoplasma wird er in den Zellkern zurück 
transportiert und bindet dort an „Tas responsive elements“, die jeweils 5’ der viralen 
Promotoren liegen (Erlwein & Rethwilm, 1993; Lee et al., 1993). Tas bindet sowohl an 
den U3 Promotor als auch mit höherer Affinität an den Internen Promotor der 
integrierten DNA (He et al., 1996; Kang et al., 1998). Damit wird die Expression der 
späten Gene (Gag, Pol, Env) eingeleitet und zusätzlich die Tas-Expression verstärkt 
(Linial, 1999). 
Bet ist ein akzessorisches Protein, dass zumindest in vitro nicht essentiell für die FV 
Replikation ist (Rethwilm, 1996). In vivo übernimmt Bet Funktionen auf 
immunmodulatorischer Ebene. Durch Bindung an das zelluläre APOBEC3-Protein 
(APOPEC3, engl. „apolipoprotein B mRNA editing catalytic subunit 3“) entfaltet Bet 
seine Funktion in der Unterdrückung antiviraler Abwehrmechanismen von Wirtszellen 
(Delebecque et al., 2006; Lochelt et al., 2005; Perkovic et al., 2008; Russell et al., 
2005). Bet wirkt damit einer durch APOBEC3 eingeleiteten Deaminierung des viralen 
Genoms entgegen und sorgt somit dafür, dass die genetischen Information des Virus 
aufrechterhalten bleiben. Auch scheint Bet von infizierten Zellen in den Überstand 
sekretiert, und von Nachbarzellen wieder aufgenommen zu werden (Giron et al., 1993; 
Lecellier et al., 2002). 
Ein weiteres Protein, das in den Überstand sekretiert wird, ist das Env-Bet 
Fusionsprotein (Giron et al., 1998; Lindemann & Rethwilm, 1998). Obwohl dem Protein 
zunächst eine Rolle bei der Beeinflussung der humoralen Immunantwort zugeteilt 
wurde, konnte dies nicht bestätigt werden (Lindemann & Rethwilm, 1998). 
 
1.2.4 Replikationszyklus 
In einigen Replikationsschritten, die von Orthoretroviren abweichen, sind sich FV und 
Hepadnaviren sehr ähnlich. FV werden daher aufgrund der Zwischenstellung oft als 
unkonventionelle Retroviren bezeichnet (Linial, 1999). Anhand des foamyviralen 
Replikationszykluses werden die besonderen Unterschiede sowie Gemeinsamkeiten 
hervorgehoben und vergleichend beschrieben. 
Die Infektion einer Wirtszelle beginnt mit der Bindung der FV Partikel an den bisher 
unbekannten Zelloberflächen-Rezeptor (siehe Abb. 1-5). Interessanterweise lieferte 
eine Studie von Herchenroder et al. Hinweise darauf, dass FV möglicherweise an zwei 
verschiedene Rezeptoren mit jeweils unterschiedlicher Affinität binden können 
(Herchenroder et al., 1999).  
Nach der Bindung an den Rezeptor wird die Aufnahme von FV wahrscheinlich 
endozytotisch eingeleitet. Hinweise dafür lieferte erstmals eine 




Abb. 1-5 Schematische Darstellung des Foamyvirus Replikationszykluses (verändert nach 
Lindemann & Rethwilm, 2011). Die Kapsidanhäufung am MTOC sowie die Knospung viraler und 
subviraler Partikel an zellulären Membranen sind zusätzlich elektronenmikroskopisch abgebildet. 
MTOC, „microtubule organizing center“. ER, Endoplasmatisches Retikulum. 
 
intrazellulären Vesikeln, vermutlichen Endosomen, nachgewiesen wurden (Dermott & 
Samuels, 1973). Zusätzlich verstärkt wird diese Annahme dadurch, dass das FV 
Glykoprotein einen niedrigen pH-Wert für die Fusionsaktivität benötigt. Dabei wurde 
nachgewiesen, dass alle analysierten FV Glykoproteine (z. B. SFVmac, PFV) eine 
optimale Fusionsaktivität bei pH 5,5 hatten. Nur das PFV Glykoprotein zeigte auch bei 
neutralem pH eine signifikant höhere Fusionsaktivität (Picard-Maureau et al., 2003). 
Im Anschluss an die Fusion der viralen und zellulären Membran (Penetration) wird das 
Kapsid ins Zytoplasma freigesetzt und intakt Mikrotubuli-abhängig zum MTOC 
transportiert (Petit et al., 2003; Saib et al., 1997). In dieser perinukleären Region 
werden die Gag Proteine durch zelluläre und die virale Protease prozessiert, wodurch 
das Kapsid zerfällt (Lehmann-Che et al., 2005). Der Kapsidzerfall findet jedoch nur in 
mitotisch aktiven Zellen statt. In ruhenden Zellen können am MTOC über einen langen 
Zeitraum intakte PFV Kapside vorliegen, die erst nach Aktivierung der Zellteilung den 
Replikationszyklus fortsetzen (Lehmann-Che et al., 2007). Durch den Kapsidzerfall 
wird der Präintegrationskomplex freigesetzt, der aus dem viralem DNA-Genom und der 
Integrase sowie möglicherweise weiteren bisher nicht identifizierten Proteinen besteht 
(Lo et al., 2010). Der Zellkern-Import des PICs erfolgt dabei nicht aktiv wie bei 
Lentiviren, sondern passiv durch Zerfall der Zellkernmembran während der Mitose 
(Bieniasz et al., 1995; Patton et al., 2004; Trobridge & Russell, 2004). Obwohl einige 
Studien auch zeigen konnten, dass ein Import in sich nicht teilenden Zellen stattfinden 










































vorliegt, ist dies kontrovers diskutiert und stellt kein spezifisches Merkmal von FV dar 
(Lo et al., 2010). 
Das FV Genom wird durch die FV Integrase präferentiell in nicht transkriptionell aktiven 
Bereichen des Wirtszellgenoms integriert (Juretzek et al., 2004; Nowrouzi et al., 2006; 
Trobridge et al., 2006). Aufgrund der geringen Basalaktivität des internen Promoters 
werden zuerst die frühen akzessorischen Gene exprimiert, womit durch steigende 
Konzentrationen an Tas der virale LTR Promotor aktiviert wird (Yang et al., 1997). Nun 
wird die Transkription der genomischen sowie gespleißten mRNAs der viralen Gene 
gag, env und pol eingeleitet. Zusätzlich wird die Genexpression der akzessorischen 
Proteine Tas und Bet auch durch den LTR aufrecht erhalten (Lochelt, 2003). Die 
viralen mRNAs werden unter anderem durch einen CRM1-abhängigen Weg ins 
Zytoplasma exportiert (Bodem et al., 2011). Eine andere Studie konnte jedoch zeigen, 
dass möglicherweise auch FV Gag zum RNA-Export beiträgt (Renault et al., 2011). 
Die sich daran anschließende Translation der viralen Gag und Pol Proteine erfolgt an 
freien Ribosomen im Zytoplasma, wohingegen die viralen Glykoproteine an Ribosomen 
des rauen ER translatiert werden. Daraufhin lagern sich die Kapside aufgrund des Gag 
CTRS-Motivs im Zytoplasma am MTOC nach B/D-Typ Strategie zusammen (Shaw et 
al., 2003; Yu et al., 2006). Dabei werden die genomische RNA und die Pol-Proteine mit 
bisher nicht genau definiertem Mechanismus in die Kapside eingelagert. Noch in der 
Virus-produzierenden Zelle wird die Reverse Transkription des viralen RNA Genoms 
während oder kurz nach der Kapsidzusammenlagerung durchgeführt (Moebes et al., 
1997). Die Verwendung eines späten RTr-Schrittes der FV, wie auch bei Hepadnaviren 
beobachtet, stellt einen sehr deutlichen Unterschied zur frühen Reversen Transkription 
der Orthoretroviren dar (Lecellier & Saib, 2000). Neuere Studien zeigten jedoch, dass 
auch das PFV eine frühe Reverse Transkription durchführen kann (Delelis et al., 2003; 
Zamborlini et al., 2010), wodurch freigesetzte PFV Partikel, die ein RNA-Genom 
enthalten, in der infizierten Wirtszelle ebenfalls eine produktive Infektion herbeiführen 
können. 
Eine Besonderheit des foamyviralen Replikationszykluses ist die Abhängigkeit der 
Partikelfreisetzung von einer spezifischen Interaktion zwischen FV Env und Gag 
(Baldwin & Linial, 1998; Fischer et al., 1998; Lindemann et al., 2001; Pietschmann et 
al., 1999). Die Env-abhängige Partikelknospung stellt ein gemeinsames Merkmal der 
FV und Hepadnaviren dar, das beide Viren nicht mit den Orthoretroviren teilen und 
verdeutlicht einmal mehr die Sonderstellung, die FV innerhalb der Retroviridae 
einnehmen. Die Knospung foamyviraler Partikel erfolgt hauptsächlich an intrazellulären 
Membranen, aber auch in geringeren Umfang an der PM (Goepfert et al., 1999). Wie 
die Kapside vom MTOC zum Ort der Partikelknospung transportiert werden ist 
ungeklärt. Eine Studie geht davon aus, dass PFV Gag und Env am Trans-Golgi-
Netzwerk (TGN) interagieren, da beide Proteine in diesem Bereich kolokalisiert 
vorlagen (Yu et al., 2006). Des Weiteren ist bekannt, dass PFV Gag mit dem zellulären 
ESCRT-I System über TSG101 interagiert, wodurch ein Zugang zum zellulären 
„vacuolar protein sorting“-System ermöglicht wird (Stange et al., 2005). Obwohl damit 
erste Einblicke in den FV Partikelfreisetzungsprozess gewonnen werden konnten, 
fehlen jedoch weitere Details zum vollständigen Verständnis der Abläufe.  
Mit der Partikelfreisetzung finden keine weiteren Reifungsprozesse statt. Die meisten 




Neben diesem klassischen Replikationsverlauf zeigen FV zwei weitere besondere 
Merkmale. Zum einen setzen FV in geringem Maße SVPs frei, die bei Orthoretroviren 
nicht auftreten, aber bei Hepadnaviren S-Protein-vermittelt massiv freigesetzt werden 
(Dubois et al., 1980; Stanke et al., 2005). Im Gegensatz dazu werden bei Lentiviren 
VLPs freigesetzt, die weder bei Hepadnaviren noch FV unter natürlichen Bedingungen 
auftreten (Lindemann & Rethwilm, 2011). 
Zum anderen befähigt die späte Reverse Transkription FV zur Reintegration in der 
Virus-produzierenden Zelle. Dieser Vorgang wird als intrazelluläre Retrotransposition 
bezeichnet, und wird bei allen FV Spezies außer FFV beobachtet (Heinkelein et al., 
2000; Nassal & Schaller, 1993). Obwohl jedoch bei Hepadnaviren keine Integration 
des revers transkripierten DNA-Genoms erfolgt, wird zumindest auch ein 
Rücktransport der zirkulären DNA in den Zellkern beobachtet (Lecellier & Saib, 2000). 
Dieser Reimport des viralen DNA-Genoms in den Zellkern bei Hepadnaviren und FV ist 




Die Pseudotypisierung beschreibt einen Vorgang, der unter natürlichen Bedingungen 
während der Partikelmorphogenese in infizierten Wirtszellen stattfinden kann. Ist eine 
Zelle gleichzeitig mit zwei verschiedenen Viren infiziert, können gemischte Partikel 
freigesetzt werden, in denen das Kapsid des einen Virus mit dem Glykoprotein des 
anderen Virus umhüllt ist (Cronin et al., 2005; Zavada, 1982). Die Herstellung 
phänotypisch gemischter Partikel wurde beispielsweise für HIV-1 in infizierten Zellen 
mit MLV (engl. „murine leukemia virus“), HSV (Herpes Simplex Virus) und VSV (engl. 
„vesicular stomatitis virus“) beobachtet (Canivet et al., 1990; Chesebro et al., 1990; 
Zhu et al., 1990). 
Diese von Mutter Natur etablierte Methode wird oft bei der Herstellung viraler Vektoren 
angewendet, um beispielsweise den Tropismus in Wirtszellen zu erweitern oder um die 
Stabilität des Viruspartikels zu erhöhen. Das enge Wirtsspektrum, das vom HIV-1 
Glykoprotein vermittelt wird, schränkt den Einsatz lentiviraler Vektoren stark ein. Durch 
Pseudotypisierung lentiviraler Vektoren mit VSV-G können eine Vielzahl humaner 
Zellen transduziert werden. Damit werden die Vorteile des breiten Tropismus einer 
VSV-G vermittelter Virus-Aufnahme mit dem Integrationspotential der Lentiviren 
verbunden (Cronin et al., 2005; Bouard et al., 2008). 
Frühere Versuche HIV-1 Kapside mit FV Env zu pseudotypisieren blieben erfolglos 
(Mochizuki et al., 1998). Es wurde jedoch eine PFV Env Mutante entdeckt, die zur 
Freisetzung von HIV-FV Pseudopartikeln führt. Einziger Unterschied zum wildtypischen 
Env stellen fünf Aminosäureaustausche (K14,15,18,34,53R) im Env LP dar, wodurch das LP 
an diesen Stellen nicht mehr ubiquitiniert ist. Obwohl noch nicht geklärt ist, welcher 
Mechanismus der Env Mutante die Fähigkeit zur Pseudotypisierung verleiht, zeigen 
Studien von Stanke et al., dass möglicherweise eine verstärkte 
Zelloberflächenexpression von Env dafür ursächlich sein könnte (Stanke et al., 2005).  
Die Fähigkeit zur Pseudotypisierung teilen FV mit Orthoretroviren nicht. Bisher wurden 
keine heterologen viralen Glykoproteine identifiziert, mit denen FV Kapside umhüllt 
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werden können (Lindemann et al., 1997; Pietschmann et al., 1999). Dieser Mangel 
verdeutlicht einmal mehr die Bedeutung der spezifischen FV Gag-Env Interaktion für 
die Partikelfreisetzung. Die Funktion des FV Glykoproteins kann durch kein 
heterologes virales Glykoprotein ersetzt werden. Ein Austausch der Glykoproteine 
zwischen verschiedenen Spezies von FV ist jedoch möglich. So können beispielsweise 
PFV Kapside mit dem SFVmac Glykoprotein umhüllt werden (Stanke et al., 2005; Yap 
et al., 2008). 
 
1.4 Interaktion von Viren mit eukaryotischen Wirtszellen 
1.4.1 Bindung viraler Partikel an Zellen 
Viren, als obligat intrazelluläre Parasiten, benötigen Wirtszellen für ihre Vermehrung. 
Um Zugang zu ihren Wirten zu erhalten, müssen sie an spezifische Rezeptoren auf der 
Zelloberfläche binden. Aufgrund dieser essentiellen Virus-Rezeptor-Interaktion ist der 
Tropismus bestimmter Viren auf wenige Organismen, Gewebe oder Zelltypen 
eingeschränkt (z. B. HIV-1). Viren, die einen weit verbreiteten Rezeptor als 
Eintrittspforte nutzen, zeigen dagegen einen weiten Tropismus (z. B. VSV, FV) 
(Sieczkarski & Whittaker, 2005).   
Beim ersten Kontakt der Viren mit den Wirtszellen erfolgt meist zunächst eine 
unspezifische Bindung. Diese initiale Virusbindung ist Env-unabhängig, denn lentivirale 
Partikel ohne Env (VLPs) können auch von Zielzellen gebunden werden (Endress et 
al., 2008; Guibinga et al., 2002). Die Studie von Guibinga et al. zeigte, dass diese 
Bindung durch Interaktion mit Heparansulfaten vermittelt wurde. Innerhalb der 
Retroviren wurden Heparansulfate als unspezifische Bindungsfaktoren für HTLV-1, 
MLV und HIV-1 identifiziert (Mondor et al., 1998; Pinon et al., 2003; Walker et al., 
2002). In den meisten Fällen führt eine Bindung an Kohlenhydrat-reiche Strukturen 
nicht zur Konformationsänderung des Glykoproteins. Dafür ist die Bindung an einen 
spezifischen Rezeptor notwendig (Smith & Helenius, 2004). 
Aufgrund der initialen unspezifischen, schwach affinen Bindung werden die Viren auf 
der Wirtszell-Oberfläche angereichert. Von da aus suchen sich die Viren 
möglicherweise geeignete Membranbereiche, in denen der spezifische Rezeptor 
vorliegt, und damit eine Aufnahme in die Zellen eingeleitet werden kann. Dass sich 
Viruspartikel auf der Zelloberfläche bewegen können, wurde beispielsweise für MLV 
gezeigt. Die Filopodia-gebundenen MLV Virionen wurden aktiv zum Zellkörper 
transportiert. Dieser als „filopodia surfing“ bezeichnete Vorgang ist Myosin-abhängig 
und wird durch das Aktin Zytoskelett reguliert (Lehmann et al., 2005). Der gerichtete 
Transport führt wie bei VSV und „semiliki forest virus“ die Viren direkt endozytotischen 
„hot spots“ zu (Helenius et al., 1980; Lehmann et al., 2005). Obwohl HIV-1 und MLV 
keine Endozytose für die Aufnahme benötigen, profitieren auch diese Viren vom 
Transport zu diesen Membranbereichen. Denn in endozytotisch-aktiven 
Membranabschnitten liegt kein dichtes Aktin Zytoskelett vor. Dem Virus wird damit in 
diesen Bereichen die Penetration in das Zytoplasma erleichtert (Lehmann et al., 2005).  
Die spezifische Rezeptorbindung wird durch das virale Glykoprotein vermittelt. Sie 
bewirkt entweder eine Konformationsänderung zum fusionsfähigem Glykoprotein oder 
induziert Signaltransduktionswege, die letztendlich zur Aufnahme des Virus benötigt 
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werden (Sieczkarski & Whittaker, 2005). Die Auswahl zellulärer Rezeptoren, die von 
Viren genutzt werden, ist sehr vielfältig. In seltenen Fällen, wenn verschiedene Viren 
den gleichen Rezeptor nutzen, konkurrieren beide Virusarten um die Rezeptorbindung. 
Die Aufnahme des einen Virus kann dadurch kompetitiv durch das andere Virus 
gehemmt werden. Beispiel dafür ist das zelluläre Transmembranprotein CAR (engl. 
„coxsackie-adenovirus receptor“), das sowohl die Bindung und Aufnahme von 
Coxsackie- und Adenoviren vermittelt (Bergelson et al., 1997). 
Darüber hinaus binden manche Viren nicht nur an einen Rezeptor, sondern benötigen 
für die Penetration zusätzlich einen Korezeptor. Multiple Bindungsfaktoren wurden 
unter anderem für Masern- und Influenza-Viren beschrieben, zu den bekanntesten 
Beispielen gehört jedoch HIV-1 (Sieczkarski & Whittaker, 2005). Erst nach der Bindung 
an den CD4-Rezeptor verändert sich die Struktur des Glykoproteins so, dass eine 
Bindung an den Korezeptor möglich ist. Erst die Korezeptorbindung leitet weitere 
konformationelle Änderungen ein, welche die Fusionsaktivität des HIV-1 Glykoproteins 
aktivieren (Smith & Helenius, 2004).  
 
1.4.2 virale Eintrittswege in Zellen 
Im Allgemeinen nutzen Membran-umhüllte Viren zwei verschiedene Eintrittswege in 
Zielzellen. Entweder fusionieren sie nach der Bindung direkt an der PM oder sie 
werden endozytotisch aufgenommen.  
Auf welchem Weg Viren aufgenommen werden, wird durch die Eigenschaften des 
Glykoproteins bestimmt. Viren, die einen niedrigen pH zur Aktivierung der 
Glykoprotein-Fusionsaktivität benötigen, werden meist endozytotisch aufgenommen. 
Ist die Fusionsaktivität des Glykoproteins dagegen nicht pH-abhängig, kann das Virus 
bereits an der PM fusionieren (Katen et al., 2001). Dennoch folgen diesen Regeln nicht 
alle Viren. Manche Viren (z. B. MLV) nutzen je nach Zelltyp beide 
Aufnahmemechanismen (Nisole & Saib, 2004). Dies wurde auch bei HIV-1 beobachtet. 
Interessanterweise führen jedoch nur die PM-fusionierten Viren zu einer produktiven 
Infektion. HIV-1 Partikel, die endozytotisch aufgenommen werden, sind nicht infektiös 
und werden lysosomal degradiert (Fredericksen et al., 2002; Marechal et al., 1998; 
Schwartz et al., 1998; Schaeffer et al., 2004). Neuere Studien schließen jedoch auch 
einen Beitrag endozytierter HIV-1 Partikel für eine produktive Infektion nicht aus, 
sondern vermuten darin einen alternativen Aufnahmemechanismus für HIV-1, der 
möglicherweise Zelltyp-abhängig genutzt wird (Daecke et al., 2005).  
Zelluläre Endozytosemechanismen werden in Phagozytose und Pinozytose unterteilt 
(Conner & Schmid, 2003). Zur Phagozytose sind nur spezialisierte Zelltypen wie 
beispielsweise dentritische Zellen befähigt, die dadurch große Partikel und Bakterien 
aufnehmen. Bei der Pinozytose unterscheidet man Makropinozytose, Clathrin-
abhängige, Caveolin-abhängige und Clathrin-/Caveolin-unabhängig Aufnahmewege 
(zusammengefasst in Brandenburg & Zhuang, 2007; Kumari et al., 2010; Mercer et al., 
2010). Einen Überblick über die klassischen viralen Eintrittswege in Wirtszellen liefert 
Abb. 1-6 A. Neben diesen klassischen Aufnahmewegen, werden zunehmend auch 
immer mehr spezielle Eintrittsmechanismen für Viren beschrieben, auf die an dieser 
Stelle nicht gesondert eingegangen wird (zusammengefasst in Mercer et al., 2010).  
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Abb. 1-6 Virale Eintrittswege in Wirtszellen. (A) Darstellung der verschiedenen 
Aufnahmemechanismen von Viren (Brandenburg & Zhuang, 2007). 1, Clathrin-abhängige 
Endozytose; 2, Fusion an der Plasmamembran; 3, Caveolin-abhängige Endozytose; 4, Clathrin-/ 
Caveolin-unabhängige Endozytose. (B) Darstellung des Reifungsprozesses von frühen Endosomen 
zu Lysosomen (Mercer et al., 2010). PM, Plasmamembran; Cyt, Zytoplasma. EE, „early endosome“, 
ME, „maturing endosome“; LE, „late endosome“; RE, „recycling endosome“; Lamp-1, „lysosomal-
membrane associated protein 1“; Rab, zelluläre GTPasen. 
 
Die Caveolin-abhängige Endozytose wird beispielsweise von SV40 (engl. „simian virus 
40“) genutzt. Bei diesem Aufnahmeweg werden die Viren in Caveolin-reichen 
Endosomen abgeschnürt. Durch Fusion mehrerer dieser Endosomen entsteht ein 
Caveosom, das im Unterschied zu den klassischen Endosomen einen neutralen pH-
Wert besitzt (Brandenburg & Zhuang, 2007). Die Viren induzieren ihre Knospung an 
Caveolin-freien Bereichen des Organells. Danach werden diese Virus-enthaltenden 
Vesikel Mikrotubuli (MT)-abhängig zum glatten ER transportiert, in dem die weiteren 
Replikationsschritte erfolgen (Smith & Helenius, 2004). 
Die Clathrin-abhängige Endozytose wird beispielsweise von Influenza A-Viren und 
VSV genutzt (Johannsdottir et al., 2009; Rust et al., 2004). Bei diesem Aufnahmeweg 
werden die Viren in CCPs (engl. „clathrin coated pits“) abgeschnürt. Nach der Reifung 
der frühen Endosomen zerfällt das CCP und nur das Endosom wird MT-abhängig zum 
Zellzentrum transportiert (Brandenburg & Zhuang, 2007). Durch Fusion der viralen mit 
der endosomalen Membran wird das virale Kapsid ins Zytoplasma freigesetzt und MT-
abhängig zum Zentrosom weiter transportiert. Eukaryotische Zellen besitzen ein 
dichtes Netzwerk aus Mikrotubuli, die ausgehend vom Zentrosom (MTOC, -MT-Ende) 
bis in die Peripherie (+MT-Ende) der Zelle ragen. Entlang der Mikrotubuli 
transportieren +/-MT-Ende-gerichte Motorproteine (Kinesin, Dynein) zelluläre Proteine 
und Vesikel (Alberts et al., 2004; Kardon et al., 2009). Dieses zelluläre 
Transportsystem nutzen Viren (z. B. HIV-1, FV) aus, um zum Zellzentrum transportiert 





















Frühe Endosomen haben einen intraluminalen pH Wert von 6 – 6,5. Durch Abnahme 
des intraluminalen pH-Wertes und der Rekrutierung spezifischer Proteine (Rab, 
zelluläre GTPasen; Lamp-1, engl. „lysosomal-associated membrane protein 1“) reifen 
frühe Endosomen über eine Zwischenstufe („maturing endosomes“) zu späten 
Endosomen heran (siehe Abb. 1-6 B). Aus dem spätem Endosom entwickelt sich 
wiederum ein Lysosom, in dem exogen aufgenommene Bestandteile letztendlich 
degradiert werden (Mercer et al., 2010). Viren, die endozytotisch aufgenommen 
werden haben deswegen Strategien entwickelt, um einer lysosomalen Degradierung 
zu entgehen. Dies wird dadurch erreicht, dass die Kapsidfreisetzung durch Fusion der 
viralen und zellulären Membran entweder in frühen oder späten Endosomen eingeleitet 
wird. Wann die Fusion stattfindet, wird durch die pH-abhängigen Fusionseigenschaften 
der viralen Glykoproteine bestimmt. Wohingegen VSV beispielsweise bereits in frühen 
Endosomen fusioniert, ist die Kapsidfreisetzung bei Influenza A-Viren und auch 
Foamyviren (mit Ausnahme von PFV) von einem niedrigeren pH abhängig, wie er in 
späten Endosomen vorliegt (Johannsdottir et al., 2009; Picard-Maureau et al., 2003; 
Rust et al., 2004). 
 
1.5 Ziele der Arbeit 
Foamyviren (FV) infizieren Wirtszellen auf einem pH-abhängigen, wahrscheinlich 
endozytotischen Aufnahmeweg. Die Fähigkeit alle bisher analysierten Zelllinien in vitro 
infizieren zu können, verdeutlicht das breite Wirtsspektrum, das diese Retroviren 
besitzen. Trotz des breiten Tropismus, den das FV Glykoprotein vermittelt, ist der 
zelluläre Rezeptor für die Virusaufnahme noch nicht bekannt.  
Deswegen sollen im Rahmen dieser Arbeit als Grundlage für die 
Rezeptoridentifizierung bisher nicht analysierte Zelllinien auf Suszeptibilität gegenüber 
einer FV Infektion getestet werden. Ergänzend dazu sollen autofluoreszierende FV 
verwendet werden, um die Bindung foamyviraler Partikel an Wirtszellen näher zu 
charakterisieren. Die Methode zur Herstellung funktioneller doppelt fluoreszierender 
PFV Partikel mit einer eGFP-Kapsid und mCherry-Glykoprotein Markierung wurde 
bereits im Rahmen meiner Diplomarbeit etabliert. Darauf aufbauend sollen nun weitere 
AFP-markierte PFV Kapsidproteine sowie PFV und SFVmac Glykoproteine hergestellt 
werden, um sie auf eine Eignung als Fluoreszenzmarkierung für FV Partikel zu 
überprüfen. Im Gegensatz zu den bisherigen Analysen sollen die doppelt AFP-
markierten FV nicht für Partikelmorphogenese-Studien sondern zur Analyse der FV 
Env-vermittelten Eintrittsmechanismen in infizierten Zellen verwendet werden.  
Um Einblicke in die frühen Replikationsschritte (Aufnahme, Transport) der FV zu 
erhalten, sollen verschiedene Fluoreszenzmikroskopie-Methoden, vor allem die Live-
Cell Mikroskopie eingesetzt werden. Darüber hinaus sollen die Fusionsereignisse 
einzelner Viren während der Infektion einer Wirtszelle charakterisiert werden, da bisher 
nicht bekannt ist, wo und wann FV in Zielzellen fusionieren, um ihr Kapsid ins 
Zytoplasma freizusetzen. Zur Analyse dieser Fusionsereignisse sollen infizierte Zellen 
in Echt-Zeit mit der Spinning Disk Live-Cell Mikroskopie analysiert und anschließend 
mit einer speziellen „Single Virus Tracking“-Software die Aufnahmewege einzelner FV 
ausgewertet werden. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Molekularbiologische Materialien 
2.1.1 Chemikalien 
Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien von folgenden Firmen 
bezogen: Merck, Sigma-Aldrich, Serva, Roth, Applichem. 
 
2.1.2 Klonierung und DNA-Analyse 
2.1.2.1 Größen- und Längenstandards 
Nukleinsäurelängestandards 
GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder (MBI-Fermentas, St. Leon-Roth, D)             
GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder (MBI-Fermentas, St. Leon-Roth, D) 
Proteingrößestandards 
PrestainedTM Protein Ladder 10-170 kDa (MBI-Fermentas, St. Leon-Roth, D) 
 
2.1.2.2 Enzyme 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme sowie die dazugehörigen Puffer 
wurden von den Firmen MBI-Fermentas (St. Leon-Roth, D) und New England Biolabs 
(NEB, Frankfurt a. M., D) bezogen. Für bestimmte Anwendungen wurden zusätzlich 
die nachstehend aufgeführten Enzyme verwendet. 
Tab. 2-1 Enzyme. 
Enzym Verwendung Hersteller 
Pwo-Polymerase PCR Peq Lab, Erlangen, D 





NEB, Frankfurt a. M., D 




Plasmid-Midi- oder Minipräparation Roche, Grenzach Wyhlen, D 
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2.1.2.3 Plasmide 
Tab. 2-2 Übersicht der verwendeten und hergestellten Plasmide. FP, Fusionsprotein; RT, 
Reverse Transkriptase. 
verwendete Plasmide 
pUC19 prokaryotisches Expressionsplasmid mit lacZ-ORF und 
Ampicillinresistenz (InvitrogenTM) 
pcDNA3.1 zeo+ eukaryotisches Expressionsplasmid mit MCS zwischen CMV 
Promotor und bGH-polyA-Signal, Resistenz für Ampicillin und 
Zeocin (InvitrogenTM) 
puc2MD9 auf pUC19 basierender, replikations-defizienter PFV Vektor mit 
egfp-Kassette unter Kontrolle des U3 Promotors des „Spleen 
Focus Forming Virus“ (SFFV) mit Polypurintrakt und partiell 
deletierten 3’ LTR (Heinkelein et al., 2002a) 
puc2MD9Ubi auf puc2MD9 basierender PFV Vektor, enthält anstelle des 
SFFV U3 Promotors den humanen UbiquitinC (UbiC) Promotor 
(Lindemann, unveröffentlicht) 
pMD11 auf pcDNA3.1 zeo+ basierender, replikations-defizienter PFV 
Vektor mit lacZ-ORF unter Kontrolle des SFFV U3 Promotors 
(Heinkelein et al., 2002a) 
p6NST90 lentiviraler Transfervektor mit egfp-Kassette unter Kontrolle des 
UbiC-Promotors (Stirnnagel et al., 2010) 
pCD/NL-BH lentivirales Verpackungsplasmid, kodiert für HIV-1 Gag/Pol 
(Mochizuki et al., 1998; Zhang et al., 2002) 
pcziPol CMV Enhancer/Promotor betriebener Expressionsvektor für 
PFV Pol, mit CMV Intron A für die Bildung gespleißter mRNAs, 
Zeocin- und Ampicillinresistenz (Heinkelein et al., 2002b) 
pcoPP auf pcziPol basierendes Expressionsplasmid für das 
expressions-optimierte PFV Pol Protein (Mullers et al., 2011b) 
pcoPP2 auf pcoPP basierendes Expressionsplasmid für die RT inaktive 
Pol-Mutante YVDD312-315GAAA (Moebes et al., 1997) 
pcziGag4 CMV Enhancer/Promotor betriebener Expressionsvektor für 
PFV Gag, enthält CMV Intron A für die Bildung gespleißter 
mRNAs, Zeocin- und Ampicillinresistenz (Heinkelein et al., 
2002b) 
pGag1-648 CeGFP   
HH 
auf pcziGag4 basierendes Expressionsplasmid für ein C-
terminales PFV Gag-eGFP FP (Stirnnagel, Diplomarbeit) 
pcoPG4 auf pcziGag4 basierendes Expressionsplasmid für das 
expressions-optimierte PFV Gag Protein (Stirnnagel et al., 
2010) 
pczVSV-G CMV Enhancer/Promotor betriebenes Expressionsplasmid für 
das Glykoprotein G des „Vesicular Stomatitits Virus“ (VSV) 
(Pietschmann et al., 1999) 
pczHFVenv EM002 auf pcDNA3.1 zeo+ basierendes Expressionsplasmid für PFV 
Env (Lindemann & Rethwilm, 1998) 
pcoPE auf pcziGag4 basierendes Expressionsplasmid für das 
expressions-optimierte PFV Env Protein (Mullers et al., 2011b) 
pczPE01 auf pczHFVenv EM002 basierendes Expressionsplasmid für die 
PFV Env-Mutante K14, 15, 18, 34, 53R (Stirnnagel et al., 2010) 
Material und Methoden 
23 
Tab. 2-1 (Fortsetzung)   Übersicht der verwendeten und hergestellten Plasmide. FP, 
Fusionsprotein; RT, Reverse Transkriptase. 
pcoPE01 auf pcoPE basierendes Expressionsplasmid für die 
expressions-optimierte PFV Env-Mutante K14, 15, 18, 34, 53R 
(Stirnnagel et al., 2010) 
pczHFVenv EM238 auf pczHFVenv EM002 basierendes Expressionsplasmid für 
das N-terminale PFV mCherry-Env FP (Stirnnagel, 
Diplomarbeit) 
pczHFVenv EM240 auf pczHFVenv EM002 basierendes Expressionsplasmid für 
das N-terminale PFV mCherry-Env FP mit der Env-Mutation 
R571T  (Stirnnagel, Diplomarbeit) 
pciSE auf pCI (Promega) basierendes Expressionsplasmid für 
SFVmac Env (pciSFV-1 env) (Picard-Maureau et al., 2003) 
pcHIV.Env- replikations-defizientes, lentivirales Verpackungsplasmid mit 
deletierten LTRs und Stop-Codon im env-ORF (Muller et al., 
2004; Lampe et al., 2007) 
pcHIV.eGFP.Env- replikations-defizientes, lentivirales Verpackungsplasmid mit 
deletierten LTRs und Stop-Codon im env-ORF, führt zur 
Expression eines C-terminalen Matrix-eGFP FPs (Muller et al., 
2004; Lampe et al., 2007) 
pLamp1-RFP CMV Promotor betriebenes Expressionsplasmid für ein RFP-
markiertes, Lysosom-assoziiertes FP (Czibener et al., 2006) 
pgTubulin-DsRed1 CMV Promotor betriebenes Expressionsplasmid für ein 
Gamma-Tubulin-DsRed1 FP (Gerlich et al., 2001) 
im Rahmen dieser Dissertation hergestellte Plasmide 
pcoPG4 CmCh auf pcoPG4 basierendes Expressionsplasmid für ein C-
terminales Gag-mCherry FP (Stirnnagel et al., 2010) 
pcoPG4 CmCer auf pcoPG4 basierendes Expressionsplasmid für ein C-
terminales Gag-mCerulean FP (Stirnnagel et al., 2010) 
pcoPG4 CeYFP auf pcoPG4 basierendes Expressionsplasmid für ein C-
terminales Gag-eYFP FP (Stirnnagel et al., 2010) 
pcoPG4 CeGFP auf pcoPG4 basierendes Expressionsplasmid für ein C-
terminales Gag-eGFP FP (Stirnnagel et al., 2010) 
pcoPG4 CHA auf pcoPG4 basierendes Expressionsplasmid für ein C-
terminales Gag-HA (Hämagglutinin) FP (Stirnnagel et al., 2010) 
pcoPG4 NmCh auf pcoPG4 basierendes Expressionsplasmid für ein N-
terminales Gag-mCherry FP (Stirnnagel et al., 2010) 
pcoPG4 NmCer auf pcoPG4 basierendes Expressionsplasmid für ein N-
terminales Gag-mCerulean FP (Stirnnagel et al., 2010) 
pcoPG4 NeYFP auf pcoPG4 basierendes Expressionsplasmid für ein N-
terminales Gag-eYFP FP (Stirnnagel et al., 2010) 
pcoPG4 NeGFP auf pcoPG4 basierendes Expressionsplasmid für ein N-
terminales Gag-eGFP FP (Stirnnagel et al., 2010) 
pcoPG4 NHA auf pcoPG4 basierendes Expressionsplasmid für ein N-
terminales Gag-HA (Hämagglutinin) FP (Stirnnagel et al., 2010) 
pcziPGM3 CeGFP auf pGag1-648 CeGFP HH basierendes Expressionsplasmid, 
enthält am N-Terminus zusätzlich einen Protein-Tag für das c-
src Membranlokalisationssignal (aa1-10), einen HA-Tag, einen 
Glycin-Serin-Linker und eine weitere PFV Gag p68/p3 
Prozessierungs-Schnittstelle (Stirnnagel et al., 2010) 
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Tab. 2-1 (Fortsetzung)   Übersicht der verwendeten und hergestellten Plasmide. FP, 
Fusionsprotein; RT, Reverse Transkriptase. 
pcoPE30 auf pcoPE basierendes Expressionsplasmid für ein N-
terminales PFV mCherry-Env FP  
pcoPE32 auf pcoPE basierendes Expressionsplasmid für die PFV Env-
Mutante R571T  
pcoPE33 auf pcoPE basierendes Expressionsplasmid für ein N-
terminales PFV mCherry-Env FP mit Env-Mutante (R571T)  
pcoPE41 auf pcoPE basierendes Expressionsplasmid für ein N-
terminales PFV eGFP-Env FP  
pcoPE42 auf pcoPE basierendes Expressionsplasmid für ein N-
terminales PFV eGFP-Env FP mit Env-Mutation R571T  
pciSE Ch auf pciSFV-1 env basierendes Expressionsplasmid für ein N-
terminales SFVmac mCherry-Env FP  
pciSE AAEA auf pciSFV-1 env basierendes Expressionsplasmid für die 
SFVmac Env-Mutante RKRR570-573AAEA  
pciSE Ch AAEA  auf pciSFV-1 env basierendes Expressionsplasmid für ein N-




Die Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG GmbH (Ebersberg, D) synthetisiert. 
Tab. 2-3 Übersicht der verwendeten Oligonukleotide. N/C-Gag-FP, N oder C-terminale Gag-
Fusionsproteine. RS, Restriktions-Stelle; As, Aminosäure. 
Oligo Sequenz (5’- 3’) Orientierung, Charakteristika 
391 aagagcagattgaaagagca
aaagc 
sense, bindet downstream des Glycin-Serin-
Linkers in einem PFV env-eyfp-ORF 
2560 agagatccccatctggctgg sense, bindet im 3’ Bereich des PFV gag-ORF 
2565 agggggggttgtcgtcgccca antisense, bindet im 5’ Bereich des PFV gag-ORF 
2741 catggctagcggcagcaacgt
g 
sense, inaktiviert das Start-Codon des 
expressions-optimierten PFV gag-ORF, führt eine 
NheI RS zur Herstellung von PFV N-Gag-FP ein 
2742 cctcgctagcgtcccgctggtc
gccgc 
antisense, inaktiviert das Stop-Codon des 
expressions-optimierten PFV gag-ORF, führt eine 
NheI RS zur Herstellung von PFV C-Gag-FP ein 
2767 cctctccggagtcccgctggtc
gccgc 
antisense, inaktiviert das Stop-Codon des 
expressions-optimierten PFV gag-ORF, führt eine 
Kpn2I RS zur Herstellung von PFV C-Gag-FP ein 
2775 cctcggatccgtcccgctggtc
gc 
antisense, inaktiviert das Stop-Codon des 
expressions-optimierten PFV gag-ORF, führt eine 




antisense, bindet im 3’ Bereich eines PFV env-
eyfp-ORF, führt ein Stop-Codon und eine NotI RS 
ein 
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Tab. 2-2 (Fortsetzung)    Übersicht der verwendeten Oligonukleotide. N/C-Gag-FP, N oder C-
terminale Gag-Fusionsproteine. RS, Restriktions-Stelle; As, Aminosäure. 
2807 gccgctagcgtgagcaaggg
cgaggagctgttc 
sense, bindet im egfp-ORF, ersetzt das ATG 
durch eine NheI RS 
2811 ctagctacccctacgacgtgcc
cgactacgcctaagc 
sense, für Oligonukleotid-Annealing, kodiert für 
einen HA-Tag und TAA-Codon, bildet 5’ NheI 
Überhang und 3’ NotI Überhang 
2812 ggccgcttaggcgtagtcggg
cacgtcgtaggggtag 
sense, für Oligonukleotid-Annealing, kodiert für 
einen HA-Tag und TAA-Codon, bildet 3’ NheI 
Überhang und 5’ NotI Überhang 
2825 attgcggccgcttacttgtacag
ctcgtccatgccgagagtg 
antisense, bindet in einem egfp-gag-ORF, führt 
ein Stop-Codon und NotI RS ein 
2831 gtaccatgtacccctacgacgt
gcccgactacgccg 
sense, für Oligonukleotid-Annealing, kodiert für 
einen HA-Tag und ATG-Codon, bildet 5’ Acc65I 
Überhang und 3’ BamHI Überhang 
2832 gatccggcgtagtcgggcacg
tcgtaggggtacatg 
antisense, für Oligonukleotid-Annealing, kodiert 
für einen HA-Tag und ATG-Codon, bildet 3’ 
Acc65I Überhang und 5’ BamHI Überhang 
2857 cgagcggccgcctcgagtca antisense, Overlap-PCR, bindet im expressions-




sense, Overlap-PCR, bindet im expressions-
optimierten PFV env-ORF, führt eine R571T 
Mutation ein, wird zusammen mit 2857 eingesetzt 
2859 ccacgctagtccgcttccggtt antisense, Overlap-PCR, bindet im expressions-
optimierten PFV env-ORF, führt eine R571T 
Mutation in PFV Env ein, wird zusammen mit 
2860 eingesetzt 
2860 ggtaccgaattcatttaaatcca sense, Overlap-PCR, bindet im expressions-
optimierten PFV env-ORF, wird zusammen mit 
2859 eingesetzt 
2911 aaacttaagcttggtaccccat sense, bindet im 5’ Bereich des mcherry1-ORF, 
führt eine Acc65I RS ein 
2912 ctgcagaatccggacttgtaca
gc 
antisense, bindet im 3’ Bereich des mcherry1-
ORF, führt eine Kpn2I RS ein 
3004 cccaagctggctagcaaacct
acg 
sense, bindet im 5’ Bereich des PFV mcherry-
env-ORF, führt eine NheI RS ein 
3005 ttatctctcctagttggttgtac antisense, bindet im 3’ Bereich des PFV mcherry-
env-ORF 
3006 ctagactggatccgcacctcc sense, bindet 5’ Bereich des SFVmac env-ORF, 
entfernt das ATG und führt eine BamHI RS ein 
3007 ttctggatgaggcacatataa antisense, bindet im SFVmac env-ORF 
3056 cccatgtcttattttgttctgatc sense, bindet im SFVmac env-ORF 
3059 gctacagggcgcgtccattc antisense, bindet upstream des Stop-Codons in 
einem SFVmac mcherry-env-ORF 
3060 aattattaacacttgcctccgcg
gctttgttattattac 
antisense, bindet im Bereich der SFVmac Env 
SU-TM Spaltstelle, führt eine Cfr42I RS durch As-
Austausch ein (RKRR570-573AAEA)  
3061 gtaataataacaaagccgcg
gaggcaagtgttaataatt 
sense, bindet im Bereich der SFVmac Env SU-
TM Spaltstelle, führt eine Cfr42I RS durch As-
Austausch ein (RKRR570-573AAEA) 
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2.1.2.5 Puffer und Lösungen 
Plasmidpräparation Lösung I:    für 250 ml: 
  50 mM  Glukose   12,5 ml (1M) 
  25 mM  Tris/HCl, pH 8   6,25 ml (1M) 
 10 mM  Na2EDTA, pH 8  5 ml (0,5 M)  
 - mit Aqua dest. auffüllen, vor Gebrauch  
  werden 5 mg/ml Lysozym zugegeben 
 
Plasmidpräparation Lösung II:    für 250 ml: 
 1%  SDS    25 ml (10%) 
  200 mM NaOH    10 ml (5M) 
 - mit Aqua dest. auffüllen 
 
Plasmidpräparation Lösung III:    für 200 ml: 
 3M  KAc    120 ml (5M) 
- mit konzentrierter Essigsäure auf pH 4,8                                       
  einstellen (ca. 23 ml), mit Aqua dest. auffüllen 
 
TE-Puffer:       für 50 ml: 
  10 mM  Tris/HCl, pH 8   0,5 ml (1M) 
  1 mM  Na2EDTA   0,1 ml (0,5M) 
  - mit Aqua dest. auffüllen 
 
RNase A-Lösung:   
  c = 2 mg/ml, gelöst in TE Puffer (Roche, Mannheim, D) 
 
3M Natriumacetat:      für 50 ml: 
 3M  Natriumacetat   20,41 g 
 - mit konzentrierter Essigsäure auf pH 5,2  
  einstellen, mit Aqua dest. auffüllen, autoklavieren 
 
1x TAE-Puffer:      für 1 l (50x): 
 40 mM  Tris-Base   242 g  
 1 mM  Na2EDTA, pH 8  100 ml (0,5M) 
  20 mM  konz. Essigsäure  57,1 ml 
  - mit Aqua dest. auffüllen 
 
10x Probenpuffer:      für 100 ml: 
  0,25%  Bromphenolblau  250 mg 
  0,25%  Xylene Cyanol  250 mg 
  100 mM Tris/HCl, pH 8   10 ml (1M) 
  50 mM  Na2EDTA, pH 8  1 ml (0,5M) 
  60%  Glycerol   60 ml 
  - mit Aqua dest. auffüllen 
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2.1.2.6 Weitere Materialien  
Für die Agarose-Gelelektrophorese wurde die Biozym® LE Agarose (Biozym, 
Oldendorf, D) verwendet. 
Für die Nukleinsäureaufreinigung aus Agarosegelen bzw. Lösungen wurde der 
GENECLEAN® Turbo Kit von QBiogene (Carlsbad, USA) verwendet. 
 
2.1.2.7 Bakterienstämme  
Tab. 2-4 Übersicht verwendeter Bakterienstämme. 
Bakterienstamm Charakteristika Hersteller 
E. coli NEB5α 
  
fhuA2 Δ(argF- lacZ) U169 phoA glnV44 Φ80Δ 
(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 
hsdR17 
NEB, Frankfurt 
a. M., D 
E. coli TOP10F’ F- mcrA  (mrr- hsdRMS- mcrBC) Φ80lacZ  
ΔM15 lacX74 recA1 araΔ139 Δ(ara-leu)7697 
galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 
Invitrogen, 
Karlsruhe, D 
E. coli JM109 e14- (McrA-) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 
(rk- mk-) supE44 Δ(lac-proAB) [F‘ traD36 proAB 






LB-Medium (flüssig):       für 400 ml (5x): 
  LB Broth Base von GIBCOTM (Invitrogen,  40 g 
  Karlsruhe, D, Kat.-Nr. 12780-029) 
  - mit Aqua dest. auffüllen und autoklavieren, 
    vor Gebrauch mit Aqua dest. auf 1x verdünnen 
    und entsprechendes Antibiotikum zugeben 
   
LB-Medium (fest):       für 1 l: 
  DifcoTM LB Agar von Becton & Dickinson  40 g 
  (Heidelberg, D, Kat.-Nr. 244520) 
  - mit Aqua dest. auffüllen, autoklavieren, vor dem 
    Gießen der Platten Antibiotikum zugeben 
 
SOC-Medium:        für 500 ml: 
  2%  Bacto trypton    10 g 
  0,5%  Bacto yeast extract   2,5 g 
  10 mM  NaCl     0,29 g 
  2,5 mM KCl     1,25 ml (1M) 
  10 mM  MgCl2 x 6 H2O   5 ml (1M) 
  10 mM  MgSO4 x 7 H2O   5 ml (1M) 
  20 mM  Glukose    10 ml (1M) 
  - mit Aqua dest. auffüllen, autoklavieren 
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2.1.2.9 Antibiotika 
Tab. 2-5 Übersicht der verwendeten Antibiotika für die Bakterienkultivierung. 
Antibiotikum Stammlösung Arbeitskonzentration Hersteller 
Ampicillin 100 mg/ml 100 µg/ml Roth, Karlsruhe, D 
Kanamycin 50 mg/ml 50 µg/ml Roth, Karlsruhe, D 
 
2.1.3 Proteinbiochemische Analysen 
2.1.3.1 Puffer und Lösungen 
20% Sucrose-Lösung:       für 200 ml: 
  584 mM Sucrose    40 g 
  - mit 1x PBS auffüllen, filtrieren (0,45 µm) 
 
2x PPPC:        für 50 ml: 
  100 mM Tris/HCl, pH 6,8   5 ml (1M) 
  24%   Glycerin    2 ml 
  8%  SDS     4 g 
  0,02%  Coomassie blue G-250  0,01 g 
  2%  β-Mercaptoethanol   1 ml 
  -mit Aqua dest. auffüllen 
 
10% Ammoniumpersulfat (APS):     für 10 ml: 
  10%  APS     1 g 
  - mit Aqua dest. auffüllen 
 
Tricine-Gelpuffer:       für 500 ml:  
  3 M  Tris-Base    181,5 g 
  0,3%  SDS     15 ml (10%) 
  - mit konz. HCl auf pH 8,45 (ca. 43 ml) 
    einstellen, mit Aqua dest. auffüllen 
 
10x Anodenpuffer:       für 1 l: 
  0,2 M  Tris-Base    242,3 g 
  - mit konz. HCl auf pH 8,9 (ca. 34,5 ml) 
    einstellen, mit Aqua dest. auffüllen 
 
5x Kathodenpuffer:       für 1 l: 
  0,1 M  Tris-Base    60,75 g 
  0,1 M  Tricine     89,6 g 
  0,1%  SDS     50 ml (10%) 
  - mit Aqua dest. auffüllen 
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Transferpuffer:       für 1 l: 
  48 mM  Tris-Base    5,81 g 
  39 mM  Glycin     2,93 g 
  0,037% SDS     3,7 ml (10%) 
  20%  Methanol    200 ml 
- mit Aqua dest. auffüllen 
 
Stripping-Lösung:       für 500 ml: 
  62,5 mM Tris/HCl, pH 6,7   31,3 ml (1M) 
  2%   SDS     100 ml (10%)  
  100 mM β-Mercaptoethanol   3,4 ml 
  - mit Aqua dest. auffüllen 
 
10x PBS:        für 1 l: 
  137 mM NaCl     80 g 
  2,7 mM KCl     2 g 
  6,5 mM Na2HPO4 x 2 H2O   11,5 g 
  1,5 mM KH2PO4    2 g 
  - mit Aqua dest. auffüllen 
 
1x PBS-T: 10x PBS Stocklösung wird mit Aqua dest. auf 1x PBS verdünnt und 
  mit 0,5% Tween®20 (z.B. 5 ml auf 1 l) versetzt. 
 
Blocklösung: 5 % Milchpulver gelöst in PBS-T (z. B. 25 g auf 500 ml) 
 
2.1.3.2 Antikörper 
Tab. 2-6 Übersicht verwendeter Antikörper für die Immunoblot-Analyse. 
 Verdünnung Referenz 
Primäre Antikörper: 
Kaninchen α-PFV LP1-86 
(polyklonal) 
1:200 (Lindemann et al., 2001) 
Kaninchen α-SFV-1 LP2-69 
(polyklonal) 
1:100 Lindemann, unveröffentlicht 
Kaninchen α-PFV Gag936 
(polyklonal) 
1:1000 (Stange et al., 2008) 
Kaninchen α-mCherry (399C) 
(polyklonal) 
1:500 Lindemann, unveröffentlicht 
Maus α-PFV SU (P3E10) 
(Hybridomaüberstand) 
1:25 (Duda et al., 2004) 
Maus α-GFP (Mischung zweier 
monoklonaler AK (#7.1 & #13.1)    
1:500 – 1:3000 Roche, Mannheim, D 
Maus α-GAPDH (monoklonal) 1:50 000 Sigma-Aldrich, Deisenhof, D 
Sekundäre Antikörper: 
α-Kaninchen IgG, HRP-konjugiert 1:1000 Dako, Hamburg, D 
α-Maus IgG, HRP-konjugiert 1:1000 Dako, Hamburg, D 
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2.1.3.3 Enzyme   
Subtilisin® A (Protease von Bacillus licheniformis) (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D) 
 
2.1.3.4 weitere Materialien 
Tab. 2-7 Übersicht und Verwendung weiterer Materialien.    
Kit Verwendung Hersteller 
QiashredderTM  Homogenisierung von Zelllysaten Qiagen, Hilden, D 
Rotiphorese® Gel30 Polyacrylamidgele Roth, Karlsruhe, D 






HRP Substrate Kit 
Entwicklung Immunoblot Millipore, Billerica, MA, 
USA 
 
2.2 Zellbiologische Materialien 
2.2.1 Zelllinien 
Tab. 2-8 Übersicht verwendeter Zelllinien. Die Zelllinien Huh6 wurden von Prof. Dr. Thomas 
Pietschmann, Pac2/Ab9 von Dr. Christopher Antos, G1E-ER4 von Prof. Dr. Helmut Hanenberg und 
MouseL/Sog9 von Dr. Frank Neipel zur Verfügung gestellt. 
Zelllinie Charakteristika Referenz 
293T humane embryonale Nierenepithelzellen, 
beinhalten das große T-Antigen des SV40 Virus 
(DuBridge et al., 1987) 
HT1080 humane Zellen eines Fibrosarkoms (Rasheed et al., 1974) 
HeLa humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms (Gey et al., 1952) 
MouseL murine Fibroblasten (Wildtyp) (Banfield et al., 1995) 
Sog9 von der MouseL Zelllinie abstammende murine 
Fibroblasten, in denen keine Synthese von 
Heparan- und Chondroitinsulfat stattfindet 
(Banfield et al., 1995) 
Huh6 humane Zellen eines Hepatoblastoms (Doi, 1976) 
Pac2 embryonale Fibroblasten von Danio rerio 
(Zebrafisch) 
(Lin et al., 1994) 
AB9 Fibroblasten, die aus dem Flossengewebe 
(Danio rerio) isoliert wurden 
(Koshimizu et al., 2011) 






zellen, GATA- (hämatopoetischer Transkrip-
tionsfaktor), exprimieren ein Fusionsprotein 
bestehend aus GATA-1 und der Liganden-
bindungsdomäne des Östradiolrezeptors 
(Munugalavadla et al., 
2005) 
Jurkat humane T-Zelllinie, Suspensionskultur (Schneider et al., 1977) 
Raji humane B-Zelllinie, Suspensionskultur (Epstein & Barr, 1965) 
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2.2.2 Zellkulturmedien und Zusätze 
FBS:   fötales Rinderserum von GIBCOTM (Invitrogen, Karlsruhe, D) 
Pen/Strep-Lösung: Penicillin-Streptomycin-Lösung von GIBCOTM (Invitrogen, 
Karlsruhe, D) 
Einfriermedium: 10% DMSO (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D, Kat.-Nr. 200-664-3) 
in Hitze-inaktivierten FBS (cend = 10%) 
D-MEM (ohne): Dulbecco’s Modified Eagle Medium mit GlutaMAX I, 
Natriumpyruvat, Pyridoxin, 4500 mg/l D-Glucose von GIBCOTM 
(Invitrogen, Karlsruhe, D, Kat.-Nr. 31966-021) 
Die Zelllinien 293T, HT1080, HeLa, MouseL, Sog9 und Huh6 werden in D-MEM 
(komplett) bei 37°C, 95% Luftfeuchte und 5% CO2 kultiviert. 
D-MEM (komplett): D-MEM (ohne), enthält zusätzlich Hitze-inaktiviertes FBS (cend = 
10%, 15%) und Pen/Strep-Lösung (cend = 0,1% = 10 µg/ml) 
Die Zelllinien Pac2 and AB9 werden in L15-Medium bei 28°C und in Abwesenheit 
künstlicher CO2 bzw. Luftfeuchtigkeitsversorgung kultiviert. 
L15 (Leibovitz): CO2-unabhängiges Medium von GIBCOTM (Invitrogen, Karlsruhe, 
D, Kat.-Nr. 11415-064), enthält zusätzlich Hitze-inaktiviertes FBS 
(cend = 10% (AB9), 20% (Pac2)) und Pen/Strep-Lösung (cend = 
0,1% = 10 µg/ml) 
Die Zelllinie G1E-ER4 wird in IMDM bei 37°C, 95% Luftfeuchte und 5% CO2 als 
Suspension kultiviert. 
IMDM:  Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium von GIBCOTM (Invitrogen, 
Karlsruhe, D, Kat.-Nr. 21980032), enthält zusätzlich Hitze-
inaktiviertes FBS (cend = 15%), Pen/Strep-Lösung (cend = 0,1% = 
10 µg/ml), 2 U/ml Epoerythropoetin und 0,05 µg/ml murinen 
Stammzellfaktor (Peprotech, USA, Kat.-Nr. 400-22)  
Die Zelllinien Raji und Jurkat werden in RPMI-1640 bei 37°C, 95% Luftfeuchte und 5% 
CO2 als Suspension kultiviert. 
RPMI-1640:  von GIBCOTM (Invitrogen, Karlsruhe, D, Kat.-Nr. 21875-034), 
enthält zusätzlich Hitze-inaktiviertes FBS (cend = 10%) und 
Pen/Strep-Lösung (cend = 0,1% = 10 µg/ml) 
Für Live-Cell Mikroskopie-Anwendungen werden die entsprechenden Zellen vor 
Beginn der Aufnahmen mit phenolrot-freien L15 Medium (Invitrogen, Karlsruhe, D, 
Kat.-Nr. 21083-027) versetzt. 
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2.2.3 Transfektionsreagenzien 
PEI (Polyethylenimin): Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D (Kat.-Nr. 40,872-7), 
Stocklösung: 100 mg/ml, Arbeitskonzentration: 1 mg/ml, 
mit PBS verdünnen und durch 0,45 µm Filter steril 
filtrieren 
 
Fugene® HD: Transfektionsreagenz bestehend aus verschiedenen 




 2x HBS:       für 500 ml: 
Hepes, pH 7,5     5,958 g 
KCl      0,373 g 
Dextrose     1,19 g 
NaCl      8,18 g 
Na2HPO4     0,1065 g 
- in Aqua dest. lösen, pH 7,05 einstellen, 
mit Aqua dest. auf 500 ml auffüllen,                                            
filtrieren (0,2 µm Filter) 
 
2 M CaCl2:  in Aqua dest. lösen und mit 0,2 µm Filter steril filtrieren 
 
2.2.4 weitere Materialien 
1x Trypsin-EDTA: 0,5 g/l Trypsin und 0,2 g/l EDTA in modifizierter Puck’s 
Salzlösung A ohne Ca2+ und Mg2+, mit Phenolrot von GIBCOTM 
(Invitrogen, Karlsruhe, D, Kat.-Nr. 25300-054) 
1x PBS: phosphatgepufferte Kochsalzlösung, pH 7,2, ohne CaCl2/MgCl2 
von GIBCOTM (Invitrogen, Karlsruhe, D, Kat.-Nr. 20012050) 
50x Natriumbutyrat:        für 50 ml: 
 500 mM Natriumbutyrat   2,75 g 
 - mit 1x PBS auffüllen, filtrieren (0,45 µm Filter)  
 
1x Lysepuffer:        für 100 ml (10x): 
   10 mM  Tris/HCl, pH 8   10 ml (1M) 
   140 mM NaCl    8,2 g 
   0,025% NaN3    0,25 g 
   1%  Triton® X-100   10 ml (100%) 
   - mit Aqua dest. auffüllen 
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2.3 Materialien für verschiedene Mikroskopie-Anwendungen 
2.3.1 kombinierte Atomic Force und Laser Scanning Mikroskopie 
Im weiteren Verlauf wird die Rasterkraftmikroskopie mit AFM (engl. „atomic force 
microscopy“) und die Laserrastermikroskopie mit LSM (engl. „laser scanning 
microscopy“) abgekürzt. 
Mikroskop:  Zeiss LSM 510 Meta (Zeiss, Jena, D) kombiniert mit 
NanoWizard AFM (JPK Instruments, Berlin, D) 
Objektiv: Zeiss, C-Apochromat 40x, NA = 1.2 UV-VIS-IR (Wasser-
immersion) 
Cantilever (für AFM): unbeschichtet, Silikon (Mikro-Masch, Spanien) 
fluoreszierende Polystyrene Beads: Molecular Probes, Eugene, OR; F-8888 
Phosphatpuffer: 1mM KCl, 0,5 mM KH2PO4, 2,7 mM Na2HPO4, 50 mM NaCl, pH 7.2 
 
2.3.2 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie 
Im weiteren Verlauf wird die Konfokale Laserrastermikroskopie mit CLSM (engl. 
„confocal laser scanning microscopy“) abgekürzt. 
Mikroskop: Zeiss LSM 510 (Zeiss, Jena, D) 
Objektiv: Zeiss Apochromat 63x, NA = 1.4 (Ölimmersion) 
Lösungen: 
PBS-Glycin:       für 250 ml: 
  1x  PBS     250 ml 
  10 mM  Glycin     0,375 g (1M) 
 
 
DAPI in PBS-Glycin:      für 10 ml: 
  10 mM  PBS-Glycin    9,99 ml 
  1 µg/ml DAPI (4’,6-Diamidin-2-phenyl- 10 µl (1 mg/ml) 
    indol-dihydrochlorid) 
 
Eindeckmedium:       für 10 ml: 
    Mowiol     9 ml 
  1 mg/ml 1,4-Diaminobenzol (DABCO) 1 ml (10 mg/ml) 
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3% Paraformaldehyd:     für 100 ml: 
  100%  Paraformaldehyd   3 g 
  - in 80 ml Aqua dest. lösen 
  - NaOH zugeben und auf 65°C erhitzen 
  5 M  NaOH     100 µl 
  - abkühlen und PBS zugeben 
  10x  PBS     10 ml (1x) 
  - mit Aqua dest. auffüllen, mit 37% HCl auf  
  pH 7,4 einstellen 
 
2.3.3 Widefield Live-Cell Mikroskopie 
Im weiteren Verlauf wird dieses Mikroskopieverfahren mit WLCM (engl. „widefield live-
cell microscopy“) abgekürzt. 
Mikroskop:  Nikon TE2000E (Nikon, Düsseldorf, D) 
Objektiv:  Nikon Plan Fluor 40x, NA = 1.3 (Ölimmersion) 
Zellkultivierung: in 8-Well µ-slides (IBIDI,  Verona, USA, Kat.-Nr. 80826) 
 
2.3.4 Spinning Disk Mikroskopie 
Im weiteren Verlauf wird dieses Mikroskopieverfahren mit SDM (engl. „spinning disk 
microscopy“) abgekürzt. 
Mikroskop:  Das konfokale Spinning Disk Mikroskop (Andor) wurde mit einer 
Nikon Mikroskop-Basis (TE2000E) gekoppelt. Es wurde die 
Spinning Disk Einheit CSU10 von Yokogawa verwendet. 
Objektiv:   Nikon TIRF 60x/100x, NA = 1.49 (Ölimmersion) 
Zellkultivierung: in 8-Well µ-slides (IBIDI,  Verona, USA, Kat.-Nr. 80826) 
 
2.3.5 Elektronenmikroskopie 
Cacodylat-Puffer:       für 100 ml: 
  Cacodylsäure-Natriumsalz Trihydrat  1,07 g 
  - in Aqua dest. lösen 
  - mit Salzsäure pH 7,2 einstellen 
Fixierpuffer:       für 100 ml: 
  2,5%  Glutaraldehyd   10 ml (25%) 
    Cacodylat-Puffer  90 ml 
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2.4 Molekularbiologische Methoden 
2.4.1 DNA-Analyse (Sambrook et al., 2001) 
2.4.1.1 Agarose-Gelelektrophorese 
Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode zur elektrophoretischen Auftrennung 
von DNA. Sie wird verwendet, um DNA-Fragmente nach Behandlung mit 
Restriktionsenzymen im Rahmen einer Klonierung bzw. eines Kontrollverdaus zu 
analysieren. Des Weiteren findet sie Einsatz bei der Aufreinigung spezifischer DNA-
Fragmente, die für eine anschließende Ligation eingesetzt werden. 
 
Zur Herstellung eines Agarosegels wird die gewünschte Menge Agarose (2.1.2.6) unter 
Aufkochen in TAE-Puffer (2.1.2.5) gelöst und Ethidiumbromid in einer 
Endkonzentration von 0,2 µg/ml zugegeben. Die DNA-Proben werden vor dem 
Auftragen mit 10x Ladepuffer (2.1.2.5) verdünnt und zusammen mit einem 
Nukleinsäurelängestandard (2.1.2.1) in die Taschen des ausgehärteten Agarosegels 
aufgetragen. Durch Anlegen einer Spannung von 20-120 V werden die DNA-
Fragmente der Größe nach aufgetrennt, und anschließend durch UV-Licht mit einem 
GelDoc (Bio-Rad, München, D) analysiert bzw. die gewünschte DNA-Bande für weitere 
Schritte aus dem Gel ausgeschnitten. 
 
2.4.1.2 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Die Eluierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgt nach Herstellerangaben 
mit dem GENECLEAN® Turbo Kit (2.1.2.6). 
 
2.4.1.3 DNA-Sequenzierung  
Die im Rahmen dieser Arbeit durch Klonierung hergestellten Plasmide wurden durch 
die Firma „Macrogen Korea“ sequenziert. Die anschließende Auswertung der 
Sequenzierergebnisse erfolgt mit der DNA-Analyse Software ApE (engl. „a plasmid 
editor“). 
 
2.4.1.4 Bestimmung der DNA-Konzentration 
Die DNA-Konzentration wird nach Herstellerangaben spektrometrisch mit einem 
NanoPhotometerTM (Implen, München, D) gemessen und anschließend mit TE-Puffer 
(2.1.2.5) auf 1 µg/ml eingestellt. 
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2.4.2 DNA-Klonierung 
2.4.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Mit dieser Methode werden DNA-Fragmente amplifiziert, die für eine Klonierung 
benötigt werden. Mit mutagenen Oligonukleotiden werden einzelne Nukleotide 
ausgetauscht, um entweder eine Punktmutation im translatierten Protein zu bewirken 
oder um neue Restriktionsstellen einzuführen bzw. bestehende Restriktionsstellen 
durch andere zu ersetzen.  
In Tab. 2-9 und Tab. 2-10 sind die verwendeten Standard-Reaktionsansätze und PCR-
Bedingungen aufgelistet. 
Tab. 2-9 PCR-Reaktionsansatz. 
Komponenten Konzentration/Mengen Volumen 
DNA-Matrize 200 ng 2 µl (100 ng/µl) 
Pwo-Puffer (komplett) 1x 5 µl (10x) 
dNTP-Mix 0,2 mM 1 µl (10 mM) 
Primer, sense 100 pmol 1 µl (100 pmol/µl) 
Primer, antisense 100 pmol 1 µl (100 pmol/µl) 
Pwo-Polymerase (U, unit) 2 U 2 µl (1 U/µl) 
mit Aqua dest. auffüllen auf   50 µl 
 
Tab. 2-10 PCR-Bedingungen. 
 Temperatur Dauer Zyklen 
Denaturierung 95°C 5 min 1 
Denaturierung 95°C 30 s  
Primer-Bindung 55 – 68°C 30 s 25 
Elongation 72°C 30 s – 2 min  
Finale Elongation 72°C 7 min 1 
Abkühlen 4°C ∞  
Für Konstrukte, in die eine Punktmutation eingeführt wird, wird eine besondere PCR-
Methode – die Overlap-PCR – angewendet. Bei dieser PCR wird das Endprodukt 
durch drei einzelne PCR-Reaktionen und vier verschiedene Oligonukleotide 
amplifiziert. Die ersten zwei PCRs werden mit dem in Tab. 2-9 aufgeführten PCR-
Reaktionsansatz durchgeführt. Für die dritte PCR werden die aufgereinigten Produkte 
der beiden ersten PCRs als DNA-Matrize zu gleichen Anteilen (je 1,5 µl) verwendet 
und mit den externen Primern zu einem vollständigen Produkt amplifiziert.  
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2.4.2.2 Oligonukleotid-Annealing 
Diese Methode verwendet man, um kurze DNA-Sequenzen (wie Glycin-Serin-Linker, 
HA-Tags usw.) zu gewinnen, die nicht mittels PCR amplifiziert werden können.  
Dazu werden in einem Reaktionsgefäß jeweils 2 µl (100 pmol/µl) komplementäre 
Oligonukleotide, 5 µl Puffer R+ (Fermentas) und 41 µl destilliertes Wasser gemischt. 
Die Lösung wird bei 95°C für 5 min inkubiert und anschließend langsam auf 
Raumtemperatur abgekühlt. Die somit hergestellten doppelsträngigen DNA-Fragmente 
werden in Verdünnung (1:10, 1:100) mit einem Volumenanteil von 2 µl je 
Ligationsansatz eingesetzt. 
 
2.4.2.3 Restriktionsverdau von DNA 
Der Restriktionsverdau wird zum einen zur Analyse von DNA und zum anderen 
präparativ zur Gewinnung von DNA-Fragmenten für eine Klonierung eingesetzt. Die 
Reaktionsbedingungen (Puffer, Inkubationstemperatur und –dauer) werden nach 
Herstellerangaben gewählt. 
Tab. 2-11 Restriktionsansatz.  
 analytisch präparativ 
DNA 0,5 – 1 µg 5 µg 
Reaktionspuffer (10x) 1 µl 5 µl 
Restriktionsenzym (U, unit) 2 – 5 U 10 U 
mit Aqua dest. auffüllen auf 10 µl 40 µl 
 
2.4.2.4 Dephosphorilierung von DNA-Fragmenten 
Die Dephosphorilierung des durch Restriktionsverdau geöffneten DNA-Plasmids wird 
durchgeführt, um eine Religation des sogenannten Vektors für eine Klonierung zu 
verhindern. Für diese Reaktion wird 1 U CIAP (engl. „calf intestine alkaline 
phosphatase“) eingesetzt und mit dem Reaktionsansatz 1h  bei 37°C inkubiert. 
 
2.4.2.5 Ligation von DNA-Fragmenten 
Im Rahmen einer Klonierung wird für die Ligation von DNA-Vektor und DNA-Insert die 
T4 DNA-Ligase verwendet. 
Tab. 2-12 Ligationsansatz. 
Verhältnis Vektor:Insert 1:3 
T4 DNA-Ligase 2 U 
10x Ligasepuffer 1 µl 
mit Aqua dest. auf 10 µl auffüllen und über Nacht bei 14°C im Wasserbad inkubieren 
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2.4.2.6 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA 
In dieser Arbeit wird mit chemisch-kompetenten Bakterien gearbeitet, die im Vorfeld mit 
CaCl2/RbCl2 behandelt wurden. Die Aufnahme der DNA erfolgt durch Hitzeschock.  
Transformation nach einer Ligation 
Der Ligationsansatz (10 µl) (2.4.2.5) wird mit 100 µl kompetenten Bakterien (E. coli 
NEB5α, E. coli Top10F’) versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wird der 
Hitzeschock durchgeführt, indem der Transformationsansatz 2 min bei 42°C im 
Wasserbad inkubiert wird. Danach wird der Ansatz sofort für 1 min auf Eis gestellt und 
dann mit 800 µl SOC-Medium (2.1.2.8) gemischt. Im Anschluss an 1h Inkubation bei 
37°C auf einem Schüttler werden die Bakterien pelletiert (3500 rpm, 5 min). Der 
Überstand wird verworfen, das Pellet in der restlichen Lösung resuspendiert und die 
Bakteriensuspension wird auf eine vorgewärmte LB-Agarplatte mit entsprechendem 
Antibiotikumzusatz (2.1.2.9) ausgestrichen. 
Quicktransformation (Pope & Kent, 1996) 
Die Quicktransformation wird durchgeführt, um Plasmid-DNA aus transformierten 
Bakterien für eine Plasmid-Midipräparation zu gewinnen. Dafür werden 30 µl des 
Bakterienstamms E. coli JM109 mit 1 µg Plasmid-DNA gemischt, 5 min auf Eis 
inkubiert und auf eine vorgewärmte LB-Agarplatte mit entsprechendem 
Antibiotikumzusatz (2.1.2.9) ausplattiert. 
 
2.4.3 Kultivierung von Bakterien 
Die verwendeten E. coli Stämme (2.1.2.7) werden entweder als Suspensionskultur in 
flüssigen LB-Medium (LB, Luria-Bertani) oder auf LB-Agarplatten über Nacht kultiviert 
(2.1.2.8). Zusätzlich wird bei beiden Kultivierungsmethoden zur Selektion 
transformierter Bakterien Ampicillin oder Kanamycin zugesetzt (2.1.2.9). 
 
2.4.4 Plasmid-Minipräparation aus Bakterien 
Eine Kolonie transformierter Bakterien wird über Nacht bei 37°C auf einem Schüttler in 
2 ml flüssigen LB-Medium (2.1.2.8) kultiviert. Am nächsten Tag werden die Bakterien 
pelletiert, mit 100 µl Lösung I (2.1.2.5) resuspendiert und mit 10 µl RNase A (2.1.2.5) 
auf Eis inkubiert. Anschließend werden 100 µl Lösung II (2.1.2.5) zugegeben, der 
Ansatz gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Danach wird der Ansatz mit 200 µl 
Lösung III (2.1.2.5) versetzt, gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss 
werden die ausgefallenen Proteine durch Zentrifugation (13 000 rpm, 15 min) pelletiert, 
350 µl des Überstands werden in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 250 µl 
Isopropanol gemischt. Mit dem nächsten Zentrifugationsschritt (13 000 rpm, 15 min) 
wird die gefällte DNA pelletiert. Das DNA-Pellet wird mit 70 %igen Ethanol gewaschen 
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(13 000 rpm, 5 min) und nach Verwerfen des Überstandes im Exsikkator getrocknet. 
Abschließend wird das Pellet in 50 µl TE-Puffer (2.1.2.5) gelöst. 
 
2.4.5 Plasmid-Midipräparation aus Bakterien 
Für eine Midipräparation werden 100 ml einer angeimpften Bakteriensuspension durch 
Zentrifugation (5000 rpm, 5 min) pelletiert, in 5 ml Lösung I (2.1.2.5) resuspendiert und 
mit 60 µl RNase A (2.1.2.5) auf Eis inkubiert. Anschließend werden 5 ml Lösung II 
(2.1.2.5) zugegeben, gemischt und weitere 5 min auf Eis inkubiert. Danach wird der 
Ansatz mit 10 ml Lösung III (2.1.2.5) gemischt und nach 5 min Inkubation auf Eis 
werden die ausgefallenen Proteine pelletiert (17 000 rpm, 15 min). Der Überstand wird 
durch eine mit Mull gestopfte Spitze in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit 12 ml 
Isopropanol gemischt und die ausgefallene DNA pelletiert (15 000 rpm, 15 min). Das 
Pellet wird mit 70 %igen Ethanol gewaschen, und im Exsikkator getrocknet. Im 
Anschluss wird das Pellet in 1 ml TE-Puffer (2.1.2.5) gelöst und nach Zusatz von 10 µl 
RNaseA 1h bei 37°C inkubiert. Um die Reinheit der DNA zu erhöhen, wird 
anschließend eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgeführt. 
 
2.4.6 Phenol-Chloroform-Extraktion und DNA-Präzipitation 
Die durch Plasmid-Midipräparation gewonnene und in TE-Puffer gelöste DNA wird mit 
900 µl Phenol gemischt. Nach Zentrifugation (13 000 rpm, 3 min) wird die obere, 
wässrige, DNA-haltige Phase vorsichtig abgenommen und in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt. Diese Arbeitsschritte werden nun nacheinander mit 
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) 
wiederholt. Abschließend wird eine Alkoholfällung durchgeführt, um Phenolreste zu 
entfernen und die DNA zu präzipitieren. Dazu werden dem Ansatz 600 µl Isopropanol 
und 100 µl 3 M Natriumacetat (2.1.2.5) zugegeben. Durch vorsichtiges Mischen fällt die 
DNA aus und wird durch Zentrifugation (13 000 rpm, 15 min) pelletiert. Nach einem 
Waschschritt mit 70 %igen Ethanol wird der Überstand verworfen, das Pellet 
getrocknet und in 200 µl TE-Puffer (2.1.2.5) gelöst. Abschließend wird die DNA-
Konzentration bestimmt (2.4.1.4) und auf 1 µg/ml mit TE-Puffer eingestellt. 
 
2.5 Proteinbiochemische Methoden 
Um die Proteinzusammensetzung viraler Partikel bzw. die zelluläre Expression viraler 
Proteine in transfizierten oder infizierten Zellen zu überprüfen, werden die folgenden 
aufgeführten Methoden angewendet. 
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2.5.1 Tricine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Für die Tricine SDS-Page (Schagger & von Jagow, 1987) werden standardmäßig 
zuerst 7,5 %ige Trenngele (130 x 150 x 1 mm) und nach Polymerisation 4 %ige 
Sammelgele darauf gegossen (2.1.3.1). Es wird das „SE600 Cooled Vertical 
Electrophoresis Unit“ - System (Hoefer, Holliston, MA, USA) nach Herstellerangaben 
verwendet. 
Vor dem Beladen der Geltaschen werden diese mit 1x Kathodenpuffer (2.1.3.1) 
gespült, die Gelelektrophoresekammer mit 1x Anoden- und Kathodenpuffer (2.1.3.1) 
befüllt und die Proben 5 min bei 95°C erhitzt. Der Gellauf erfolgt über Nacht bei 20-25 
mA pro Gel. 
Tab. 2-13 Zusammensetzung der verwendeten Gele für SDS-PAGE. 
 Trenngel (7,5%) Sammelgel (4%) 
Aqua dest. 9,3 ml 6,15 ml 
Rotiphorese® Gel30 7,5 ml 1,35 ml 
Tricine-Gelpuffer 9,9 ml 2,5 ml 
Glycerol (100%) 3,3 ml - 
APS (10%) 300 µl 100 µl 
TEMED 30 µl 10 µl 
Gesamtvolumen 30 ml 10 ml 
 
2.5.2 Immunoblot-Analyse 
2.5.2.1 Semi-Dry Western Blot 
Der Proteintransfer von SDS-PAGE Gelen auf eine Nitrozellulosemembran (2.1.3.4) 
wird mit einem Semi-Dry Blotter (V20-SDB, Scie-Plas, Cambridge, UK) nach 
Herstellerangaben durchgeführt (2.1.3.1). Für den Transfer wird eine Stromstärke von 
0,95 mA/cm2 (185 mA) angelegt. 
 
2.5.2.2 Immunologischer Nachweis 
Alle im folgenden aufgeführten Arbeitsschritte werden auf einem Schüttler durchgeführt 
(2.1.3.1, 2.1.3.2).  
 
Arbeitsschritt Inkubationsdauer 
1. Waschen der Membran mit PBS-T 5 min 
2. Zugabe der Blocklösung 1h 
3. Inkubation mit Primärem Antikörper 1,5 – 2h 
4. Waschen der Membran mit PBS-T 3 x 10 min 
5. Inkubation mit Sekundärem Antikörper 1h 
6. Waschen der Membran mit PBS-T 3 x 10 min 
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Zur Detektion der Signale wird die Membran mit dem ImmobilonTM Kit (2.1.3.4) nach 
Herstellerangaben 5 min inkubiert und anschließend die Chemilumineszenz mit dem 
Bioimager LAS3000 (Fujifilm, Tokio, Japan) gemessen. Die Bildbearbeitung und 
Quantifizierung der Signale wurde mit ImageGauge V4.22 (Fujifilm, Tokio, Japan) 
durchgeführt. 
 
2.5.2.3 Strippen von Western Blot Membranen 
Diese Methode wird verwendet, um eine Membran nacheinander mit verschiedenen 
Antikörpern für den immunologischen Nachweis verwenden zu können. Dazu wird die 
Membran nach der Detektion mit Stripping-Lösung (2.1.3.1) inkubiert und 30 min bei 
55°C in einem Schüttelwasserbad inkubiert. Zum Entfernen der abgelösten Antikörper- 
und Puffer-Rückstände wird die Membran anschließend mindestens 3 x 15 min mit 
PBS-T (2.1.3.1) gewaschen. Danach wird die Membran in Blocklösung (2.1.3.1) über 
Nacht inkubiert und am nächsten Tag wie unter Kapitel 2.5.2.2 (Schritt 3) beschrieben 
weiter verwendet. 
 
2.6 Zellbiologische Methoden 
2.6.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen 
Die verwendeten Zelllinien (2.2.1) werden wie im Kapitel 2.2.2 beschrieben in 75 bzw. 
175 cm2 Zellkulturflaschen kultiviert. Alle Zelllinien werden nach Ausbildung eines 
einheitlichen Zellrasens aller 3 – 5 Tage gesplittet und mit frischem Zellkulturmedium 
versorgt. Zum Ablösen des Zellrasens und Vereinzeln der Zellen wird dieser zunächst 
mit PBS gewaschen und anschließend mit Trypsin-EDTA behandelt. Die abgelösten 
Zellen werden mit DMEM (komplett) resuspendiert und entweder im Verhältnis 1:2 bis 
1:25 zur Weiterkultivierung wieder in Zellkulturflaschen eingesät oder für Experimente 
zum Einsäen der Zielzellen die Zellzahl bestimmt. Die Zellzahl wird nach 
Standardverfahren mit einer Neubauer-Zählkammer berechnet. 
 
2.6.2 Einfrieren und Auftauen von eukaryotischen Zellen 
Zum Einfrieren werden die abgelösten Zellen einer konfluenten Zellkulturflasche 
pelletiert (1200 rpm, 5 min), in Einfriermedium (2.2.2) resuspendiert und als 1 ml 
Aliquots in Kryoröhrchen überführt. Die Lagerung erfolgt bei -196°C in flüssigen 
Stickstoff. 
 
Zum Auftauen werden die Zellen kurz bei 37°C inkubiert, mit PBS gewaschen und 
pelletiert (1200 rpm, 5 min). Das Zellpellet wird in DMEM (komplett) (2.2.2) 
resuspendiert und in eine Zellkulturflasche überführt. 
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2.6.3 Transfektionsmethoden 
2.6.3.1 Transfektion von 293T Zellen mit Polyethylenimin (PEI) 
Diese Methode wird verwendet, um Zellkulturüberstände für Infektionsversuche und 
Partikelpräparationen zu gewinnen. Des Weiteren werden von den transfizierten Zellen 
Lysate hergestellt, um die virale Proteinexpression zu untersuchen. 
Es werden 5 x 106 Zellen in 10 ml DMEM (komplett) (2.2.2) in 10 cm Zellkulturschalen 
eingesät. Am nächsten Tag wird das Medium entfernt und mit 4 ml 15 %igem DMEM 
(komplett) ersetzt. Der Transfektionsmix wird in folgender Reihe hergestellt, danach 
gut gemischt und nach 30 min Inkubation zu den Zellen gegeben (2.2.3). 
Tab. 2-14 PEI-Transfektionsmix. 
 DMEM (ohne) Zusatz 
1. PEI-Mix 955 µl 45 µl PEI 
2. DNA-Mix 984 µl 16 µg DNA 
Am darauf folgenden Tag wird dem Zellkulturmedium 120 µl Natriumbutyrat (2.2.4) 
zugegeben. Dieses verstärkt die Aktivität des CMV-Promotors der 
Expressionsplasmide und bewirkt damit eine erhöhte Proteinexpression in den 
transfizierten Zellen. Die Natriumbutyrat-Induktion wird nach 7h durch einen 
Mediumwechsel mit DMEM (komplett) beendet. Die Zellkulturüberstände werden 48h 
nach Transfektion geerntet (2.7.2) und von den transfizierten 293T Zellen werden 
Zelllysate hergestellt (2.6.4). 
 
2.6.3.2 Transfektion von 293T Zellen mit Calciumphosphat (CaPO4) 
Diese Methode wird verwendet, um Proben für die elektronenmikroskopische (EM, 
Elektronenmikroskop) Analyse transfizierter Zellen zu gewinnen. 
Es werden 5 x 106 Zellen in 8 ml DMEM (komplett) in 10 cm Zellkulturschalen eingesät. 
Am nächsten Tag wird der Transfektionsmix nach folgendem Schema (Tab. 2-15) 
hergestellt und zu den Zielzellen gegeben (2.2.3). Nach 8h wird das Zellkulturmedium 
durch 10 ml DMEM (komplett) ersetzt. Am nächsten Tag wird eine Natriumbutyrat-
Induktion (2.6.3.1) durchgeführt. Die Zellen werden 48h nach Transfektion für die EM-
Analyse fixiert (2.8.2). 
Tab. 2-15 CaPO4-Transfektionsmix. 
 Substanz Menge 
1. DNA-Mix ansetzen DNA 38 µg 
 HPLC-H2O 1058 µl 
 2 M CaCl2 155 µl 
2. DNA-Mix unter Blasenbildung schnell mit 2x HBS (2.2.3) mischen und das Gefäß 
mehrfach invertieren. 
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2.6.3.3 Transfektion von HeLa Zellen mit Fugene® HD 
Diese Methode wird für Zellen verwendet, die mit der CLSM analysiert werden.  
 
Es werden 2 – 3 x 104 Zellen in 1 ml DMEM (komplett) (2.2.2) in 12-Well-Platten auf 
Deckgläser eingesät. Die Deckgläser wurden zuvor mit Poly-L-Lysin beschichtet 
(2.8.4.1). Nach 24h werden die Zellen mit dem Transfektionsmix (Tab. 2-16) versetzt. 
Die transfizierten Zellen werden 48h nach Transfektion fixiert und für die CLSM-
Analyse aufbereitet (2.8.4.2). 
Tab. 2-16 Fugene-Transfektionsmix. 
DMEM (ohne) 92 µl 
DNA 2 µg 
Fugene® HD (2.2.3) 6 µl 
nach 20 – 40 min Inkubation zu den Zellen geben 
 
2.6.4 Milde Lyse eukaryotischer Zellen 
Um die zelluläre Proteinexpression in transfizierten Zellen zu analysieren, werden die 
Zellen lysiert und für die Proteingelelektrophorese aufbereitet. 
Dazu wird der Zellkulturüberstand abgenommen, der Zellrasen einmal mit PBS 
gewaschen und mit 600 µl 1x Lysepuffer (2.2.4) versetzt. Nach etwa 10 min Inkubation 
bei 4°C werden die lysierten Zellen mit einem Zellschaber von der Zellkulturschale 
gelöst und auf eine QiashredderTM-Säule (2.1.3.4) überführt. Nach Zentrifugation       
(13 000 rpm, 1 min) wird die Säule mit 2x PPPC (2.1.3.1) gespült (13 000 rpm, 1 min) 
und die beiden Durchflüsse vereinigt sowie die Proben bei 95°C für 10 min gekocht. 
 
2.6.5 FACS-Analyse 
Die Durchflusszytometrie (FACS, engl. „fluorescence activated cell sorting“) wird 
verwendet, um nach Infektion die Anzahl eGFP-exprimierender Zellen zu messen. 
Aufgrund der Virus-vermittelten Integration ins Wirtszellgenom, wird das egfp-
Reportergen in infizierten Zellen exprimiert. Die Anzahl eGFP-exprimierender Zellen 
wird verwendet, um daraus den Titer an infektiösen Viren zu berechnen.  
Titer = -2n ln (1 – [(% eGFP – mock) / 100] * Verdünnungsfaktor * Zellzahl 
mock: Probe, in der kein eGFP exprimiert wird. Es werden nur Werte für die Titerberechnung verwendet, 
die >3x mock und <80% sind. 
Für die FACS-Analyse werden die Zellen mit PBS gewaschen, mit 0,5 ml Trypsin-
EDTA (2.2.4) abgelöst und mit 1,5 ml DMEM (komplett) (2.2.2) resuspendiert. Die 
Zellsuspension wird in FACS-Röhrchen überführt, in denen 2 ml PBS vorgelegt ist. 
Danach werden die Zellen pelletiert (1200 rpm, 5 min), der Überstand verworfen und 
das Pellet in 200 µl PBS aufgenommen. Die Proben werden mit dem FACS-Calibur 
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(Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) analysiert und die erhaltenen Daten mit 
dem Programm CellQuest ausgewertet. 
 
2.7 Virologische Methoden 
2.7.1 Produktion verschiedener retroviraler Partikel 
Im Rahmen dieser Arbeit werden retrovirale Partikel mit Hilfe verschiedener 
virologischer Vektorsysteme hergestellt. In Tab. 2-17 werden kurz die verwendeten 
Systeme beispielhaft vorgestellt. Alle Vektorsysteme führen zur Bildung replikations-
defizienter Viren, die lediglich einen Infektionszyklus durchlaufen können. Das 
bedeutet, dass in der infizierten Zelle zwar das Reportergen exprimiert wird, jedoch 
keine Neuproduktion von Nachkommenviren aktiviert werden kann. 
Tab. 2-17 Übersicht retroviraler Vektorsysteme. co, expressions-optimiert. Für bestimmte 
Mikroskopie-Anwendungen werden Viren mit einer inaktivierten Reversen Transkriptase (pcoPP2) 
verwendet. Das DNA-Verhältnis gibt das Verhältnis der transfizierten Plasmid-DNA wieder. 
System Nomenklatur DNA-Verhältnis Plasmide 
PFV 
Vektorsystem I 
PFV  Gag:Pol:Env:Vektor 
(1:1:1:1) 
pcziGag4 : pcziPol : 
pczHFVenv EM002 : 
puc2MD9 / pMD11 
PFV 
Vektorsystem II 
PFV  Gag:Pol:Env:Vektor 
(1:1/64:1:1) 
pcziGag4 : pcoPP2  







pcoPG4 : pcoPP :  
pcoPE : puc2MD9 / 






pcoPG4 : pcoPP2 : 
pcoPE : pMD11 
SFVmac 
Vektorsystem I 
SFVmac  Gag:Pol:Env:Vektor 
(1:1:1:1) 
pcziGag4 : pcziPol : 
pciSFV-1 env wt : 
puc2MD9 / pMD11 
SFVmac 
Vektorsystem II 
SFVmac  Gag:Pol:Env:Vektor 
(1:1/64:1:1) 
pcziGag4 : pcoPP2 : 




HIV + VSV-G 
 












HIV + VSV-G 
 





pcHIV.Env- : pczVSV-G/ 
pczPE01/ 
pcDNA3.1 zeo+  
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2.7.2 Gewinnung viraler Partikel 
Virus-haltige Zellkulturüberstande werden wie unter Kapitel 2.6.3.1 und 2.7.1 
beschrieben produziert. 48h nach Transfektion werden die Zellkulturüberstände mit 
einer Einmalspritze abgenommen und durch einen Sterilfilter (0,45 µm) filtriert. Je 
nachdem für welche Anwendung die Überstände benötigt werden, wird wie folgt weiter 
verfahren. 
 
2.7.2.1 Ernte Virus-haltiger Zellkulturüberstände für Infektions-
experimente 
Zellkulturüberstände, die für eine Infektion eingesetzt werden, werden nach 
Sterilfiltration direkt verwendet oder im Falle spezieller Zelllinien (siehe 2.7.3) 
aufkonzentriert. Dazu wird der Zellkulturüberstand von sieben transfizierten 10 cm 
Zellkulturschalen vereinigt (ca. 35 ml) und in Ultrazentrifugenröhrchen des Typs SW28 
überführt. Anschließend werden die Überstände bei 25 000 rpm für 1,5 h bei 4°C in 
einer Optima L-60 Ultrazentrifuge (Beckmann Coulter. SW28 Rotor) pelletiert. Danach 
wird der Überstand vorsichtig abgenommen und das Pellet in 175 µl PBS (+ 10% FBS, 
(2.2.2)) resuspendiert. Die somit 200x aufkonzentrierten Viren können direkt verwendet 
oder bei -80°C gelagert werden. 
 
2.7.2.2 Ernte und Aufkonzentration viraler Partikel für den 
immunologischen Nachweis viraler Proteine in infizierten Zellen 
Die Viren werden in diesem Fall mit einer „low-speed“-Zentrifugation pelletiert. Dazu 
wird der Zellkulturüberstand (ca. 20 ml) von vier transfizierten 10 cm Zellkulturschalen 
in ein Ultrazentrifugenröhrchen des Typs SW28 überführt. Nach Zentrifugation (8800 
rpm, 1h, 4°C) in einer Optima L-60 Ultrazentrifuge (Beckmann Coulter. SW28 Rotor) 
wird das virale Pellet in 1 ml DMEM (komplett) (2.2.2) resuspendiert. 






1000 µl 20x 1000 µl 
 
2.7.2.3 Ernte und Aufkonzentration viraler Partikel für 
Bindungsexperimente und mikroskopische Analysen 
Für mikroskopische Analysen werden die Viren zusätzlich zur Aufkonzentration 
aufgereinigt, um Zelltrümmer zu entfernen. Dafür werden zwei verschiedene Verfahren 
angewendet.  
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Zentrifugation mit Pierce Protein Konzentratoren 150K MWCO, 20 ml (Thermo 
Scientific, Rockford, IL, USA) 
Bei dieser Methode wird das Medium 24h nach Transfektion durch DMEM (ohne) 
(2.2.2) ersetzt, da Medium mit FBS die Filter der Aufreinigungssäulen verstopft. Die 
Ernte der Zellkulturüberstände erfolgt weitere 16h später. Die Überstände (ca. 30 ml) 
von sechs transfizierten 10 cm Zellkulturschalen werden nach Sterilfiltration vereinigt, 
und nach Kalibrierung der Konzentratoren (nach Herstellerangaben) auf diese 
überführt. Anschließend wird solange in einer Multifuge 4 KS-R (Heraeus) zentrifugiert 
(2000 g) bis das Volumen auf die gewünschte Menge eingeengt ist. 
Tab. 2-19 Aufreinigung viraler Partikel mit Pierce Protein Konzentratoren. 
Anwendung eingeengtes Volumen Aufkonzentrationsfaktor eingesetzt 
SDM 100 µl 300x 1 – 5 µl 
CLSM 300 µl 100x 50 µl 
 
Ultrazentrifugation mit Sucrose 
Zellkulturüberstände von transfizierten 10 cm Zellkulturschalen werden nach 
Sterilfiltration vereinigt. Danach wird der Überstand auf 20 %ige Sucrose (2 ml in 
SW40, 5 ml in SW28) überschichtet, die in Ultrazentrifugenröhrchen vorgelegt wird. Im 
Anschluss an die Zentrifugation (25 000 rpm, 3h, 4°C) in einer Optima L-60 
Ultrazentrifuge (Beckmann Coulter)  wird der Überstand und die Sucrose vorsichtig 
abgenommen und das virale Pellet im gewünschten Volumen mit PBS (+ 10% FBS, 
(2.2.2)) resuspendiert.  
Tab. 2-20 Aufreinigung und Aufkonzentration viraler Partikel mit Ultrazentrifugation über 
Sucrose. *Für die AFM-Analyse werden die Viren während der Zentrifugation zusätzlich mit 
Paraformaldehyd (PFA) in einer Endkonzentration von 2% fixiert. PFA wird sowohl dem 










WLCM 6 (30 ml) SW28 90 µl 333x 5 µl 
SDM 6 (30 ml) SW28 90 µl 333x 1 – 5 µl 
AFM* 5 (30 ml) SW28 100 µl 250x variabel 
FACS- 
Bindungs-Assay 
2 (10 ml) SW40 100 µl  
 




2 (10 ml) SW40 100 µl  
 
100x 100 µl 
Lipid-Bindungs-
Assay 
5 (25 ml) SW28 100 µl  
 
250x variabel 
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2.7.2.4 Partikelpräparation für den immunologischen Nachweis 
Die Zellkulturüberstände (10 ml) von zwei transfizierten 10 cm Zellkulturschalen 
werden nach Sterilfiltration auf 2 ml 20 %ige Sucrose, vorgelegt in SW40 
Ultrazentrifugenröhrchen, überführt. Nach Zentrifugation (25 000 rpm, 3h, 4°C) in einer 
Optima L-60 Ultrazentrifuge (Beckmann Coulter. SW40 Rotor) wird der Überstand 
vorsichtig abgenommen und das virale Pellet in 100 µl 1x PPPC (verdünnt mit PBS, 
siehe 2.1.3.1) aufgenommen. Abschließend werden die Proben 5 min bei 95°C erhitzt. 
Werden die aufgereinigten Partikel einem Subtilisin-Verdau unterzogen, wird folgendes 
Protokoll verwendet. 
 
Zellkulturüberstände (30 ml) von sechs transfizierten 10 cm Zellkulturschalen werden 
nach Sterilfiltration auf 5 ml 20 %ige Sucrose in SW28 Ultrazentrifugenröhrchen 
geschichtet und die viralen Partikel durch Zentrifugation (25 000 rpm, 3h, 4°C) 
pelletiert. Das Pellet wird in 134 µl PBS aufgenommen. Die Hälfte der Partikel wird mit 
Subtilisin (2.1.3.3) behandelt. 
Tab. 2-21 Ansatz für Subtilisinverdau. 
 Partikel mit Subtilisin Partikel ohne Subtilisin 
virale Partikel in PBS 66,75 µl 66,75 µl 
Subtilisin (0,5 mg/ml) 3,75 µl - 
PBS - 3,75 µl 
CaCl2 (0,1 M) 0,75 µl 0,75 µl 
Tris/HCl (1 M, pH 8) 3,75 µl 3,75 µl 
Gesamtvolumen 75 µl 75 µl 
Der Subtilisinansatz wird 2h bei 37°C inkubiert. Danach wird die Protease durch 
Zugabe von 0,75 µl Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, 20 mg/ml) irreversibel 
inaktiviert. Nach 5 min Inkubation wird den Proben 75 µl 2x PPPC zugegeben und 10 
min bei 95°C erhitzt. 
 
2.7.3 Infektion von Wirtszellen 
Für die Infektion werden folgende Zellzahlen in 1 ml je Well einer 12-Well Platte 
eingesät. 
Tab. 2-22 Übersicht über die Anzahl eingesäter Zielzellen für die Infektion. 
Art Zelllinie Zellzahl 
adhärent HT1080, HeLa, MouseL, Sog9, Huh6, Pac2, ZF4 2 x 104 
 AB9 1 x 105 
Suspension G1E-ER4, Raji, Jurkat 1 x 105 
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Am darauffolgenden Tag wird das Medium von den Zielzellen abgenommen und die 
geernteten Zellkulturüberstände (2.7.2.1) werden direkt oder in Verdünnung mit DMEM 
(komplett) (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10 000) in einem Endvolumen von 1 ml zu den 
Zielzellen gegeben. Für die Infektion der Zelllinien Pac2, AB9 und ZF4 werden 
konzentrierte Virusüberstände direkt (10x) oder in Verdünnung (uv, 1:10, 1:100, 
1:1000) verwendet. In einigen Experimenten wurden die Zellen während der Inkubation 
mit Virus-haltigen Überständen zusätzlich bei 2000 rpm für 1h bei 30°C zentrifugiert 
(„Spinoculation“). Nach 6 – 8h Inkubation wird ein Mediumwechsel mit 1 ml DMEM 
(komplett) durchgeführt. Die Zellen werden nach 72h wie unter Kapitel 2.6.5 
beschrieben für eine FACS-Analyse aufbereitet. 
 
2.7.4 Messung der Bindung retroviraler Partikel an Wirtszellen (FACS) 
Diese etablierte Methode (kurz: FACS-Bindungs-Assay) wird verwendet, um zu 
analysieren, ob verschiedene retrovirale Partikel an die Zelloberfläche bestimmter 
Wirtszellen binden. 
Dazu werden eGFP-fluoreszierende retrovirale Partikel wie unter Kapitel 2.6.3.1 
beschrieben produziert und nach Kapitel 2.7.2.3 geerntet.  
Alle nachfolgenden Zentrifugationsschritte werden 5 min bei 640 g (4°C) durchgeführt. 
Adhärente Zielzellen werden mit PBS-EDTA (10 mM, pH 8) abgelöst, in FACS-Puffer 
(PBS + 1% FBS) resuspendiert, einmal mit PBS gewaschen und abschließend in 
FACS-Puffer aufgenommen. Es wird die Zellzahl bestimmt und 0,5 x 105 Zellen in 500 
µl FACS-Puffer in FACS-Röhrchen auf Eis vorgelegt. Nach Zentrifugation wird das 
Zellpellet mit 100 µl konzentrierten Virus resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. 
Anschließend werden die Zellen durch zweimalige Zugabe von 3 ml FACS-Puffer und 
Zentrifugation gewaschen. Nach der zweiten Zentrifugation wird das Pellet in 500 µl 
PBS aufgenommen und mit 500 µl 6% Formaldehyd (in PBS) gemischt. Für die 
Fixierung werden die Zellen 30 min auf Eis inkubiert und danach durch Zugabe von     
3 ml FACS-Puffer gewaschen. Abschließend wird das Pellet in 200 µl FACS-Puffer 
aufgenommen und eine FACS-Analyse durchgeführt. 
 
2.7.5 Immunologischer Nachweis viraler Proteine in infizierten Zellen 
Retrovirale Partikel werden wie unter Kapitel 2.6.3.1 beschrieben produziert und die 
Zellkulturüberstände werden nach Kapitel 2.7.2.2 geerntet.  
 
Am Vortag werden 5 x 104 Zellen je Well einer 12-Well-Platte eingesät. Am darauf 
folgenden Tag wird das Zellkulturmedium durch 1 ml kaltes DMEM (komplett) (2.2.2) 
ersetzt und die Zellen 10 min bei 12°C gekühlt. Danach wird das Medium 
abgenommen und durch 1 ml Virus-haltigen Zellkulturüberstand ersetzt. Die Zellen 
werden mit den Viren 30 min bei 12°C inkubiert, um die Bindung der Viren an die 
Zelloberfläche zu ermöglichen. Im Anschluss werden die Zellen einmal mit PBS 
gewaschen und entweder 1 ml DMEM (komplett) zur Weiterkultivierung im Brutschrank 
bei 37°C zugegeben oder die Zellen werden mit 100 µl 2x PPPC (2.1.3.1) lysiert. Die 
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Zellen, die sofort lysiert werden, repräsentieren den t0-Zeitpunkt. Zellen, die bei 37°C 
für bestimmte Zeit (1, 2, 4, 6, 12, 24h) weiter kultiviert werden, werden zu gegebenem 
Zeitpunkt mit PBS gewaschen und ebenfalls mit 100 µl 2x PPPC lysiert. Die Zelllysate 
werden auf eine QiashredderTM-Säule (2.1.3.4) überführt, das Well mit 50 µl PBS 
gespült und für eine zweite Zentrifugation auf die Säule gegeben. Abschließend 
werden die vereinigten Durchflüsse bei 95°C erhitzt. 
 
2.8 Spezielle Methoden für Mikroskopie-Anwendungen 
2.8.1 Lipid-Bindungs-Assay 
Diese Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Heiko Müller (PhD Student, Biotec, 
Dresden, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Petra Schwille) durchgeführt. 
 
Dieser Assay wird verwendet, um zu überprüfen, ob foamyvirale Partikel an zelluläre 
Lipide binden. Es werden zwei verschiedene Ansätze verwendet, für die zelluläre 
Lipide aus nicht transfizierten HeLaP4 Zellen nach Dreyfus et al. extrahiert werden 
(Dreyfus et al., 1997). Zellen einer konfluenten Zellkulturflasche werden mit PBS  
(+ 150 mM NaCl) gewaschen und mit einem Zellkulturschaber vorsichtig abgelöst. 
Danach werden 5 x 107 Zellen in 450 µl 150 mM NaCl resuspendiert und 5 ml 
Chloroform/Methanol (1:1) zugegeben. Die Suspension wird für 30 min in einen 
Ultraschall-Wasserbad inkubiert und zwischendurch zweimal 5 min gevortext. 
Unlösliches Material wird durch Zentrifugation (3200 g, 10 min) pelletiert und für zwei 
weitere Extraktionsschritte verwendet. Die beschriebenen Schritte werden mit 3 ml 
Chloroform/Methanol (1:1) oder Chloroform/Methanol/Wasser (48:35:10) wiederholt. 
Abschließend werden alle 3 Überstände vereinigt, getrocknet und in 1,5 ml 
Chloroform/Methanol/Wasser (40:20:3) gelöst. 
 
2.8.1.1 Bindung retroviraler Partikel an synthetische und extrahierte 
Wirtszell-Lipide 
Die extrahierten bzw. synthetischen Lipide (DOPS, Dihydroxyphenylserin/ DOPC, 
Dihydroxyphenylcholin) werden in organischen Lösungsmitteln mit einer Konzentration 
von 25 mg/ml auf Deckgläsern getrocknet. Vor der Inkubation mit viralen Partikeln wird 
die Konzentration dieser mittels FCS (engl. „fluorescence correlation spectroscopy“) 
bestimmt, und für alle verwendeten Proben mit PBS gleich eingestellt. Danach werden 
die getrockneten Lipide mit den Viruspartikeln inkubiert. Die CLSM-Analyse wird an 
einem LSM 510 (Zeiss, Jena, D) durchgeführt und die erhaltenen Bilder mit ImageJ 
sowie selbst-erstellten „Perl-Scripts“ ausgewertet. Dabei wurden die Partikel in drei 
aufeinander folgenden Bildern detektiert, und nach Bearbeitung mit der Funktion 
„smooth“ und Einstellen der Signalintensität gezählt. Partikel, die sich durch Diffusion 
bewegten, erschienen in der Analyse nicht „rund“, und wurden nach dem Kriterium 
(Fläche Partikel)2/Perimeter < 0,21 ausgeschlossen. Anhand der Scan-Fläche von 
92,14 µm x 92,14 µm (8290 µm2) wird die Anzahl gebundener Partikel/mm2 berechnet. 
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2.8.1.2 Bindung retroviraler Partikel an GUVs 
GUVs (engl. „giant unilamellar vesicles“) werden durch Elektroporation nach Dimitrov & 
Angelova hergestellt (Dimitrov & Angelova, 1988). Dazu werden die extrahierten Lipide 
auf ITO-behandelten (ITO, engl. „indium tin oxide“) Deckgläsern getrocknet. Die 
Kammer wird dann mit 465 mM Sucrose (+ 2 mM EDTA) gefüllt und Wechselspannung 
(2 V/ 10 Hz) für 2h angelegt. Vor der Analyse mit dem CLSM werden die GUVs mit 
DiD-C18 behandelt, eine autofluoreszierende Substanz, die in Lipidmembranen 
eingelagert wird. Danach werden die aufgereinigten viralen Partikel (2.7.2.3) zu den 
GUVs gegeben. Die CLSM-Analyse wird an einem LSM 510 (Zeiss, Jena, D) 
durchgeführt und die erhaltenen Bilder mit ImageJ ausgewertet. 
 
2.8.2 Aufbereitung der Proben für die Elektronenmikroskopie 
293T Zellen werden wie unter Kapitel 2.6.3.2 beschrieben transfiziert und nach 48h 
fixiert. Dazu wird der Zellrasen mit PBS gewaschen und anschließend 5 min bei 
Raumtemperatur mit 4 ml 2,5 % Glutaraldehyd-Cacodylat-Puffer (2.3.5) inkubiert. 
Danach werden die Zellen mit einem Zellschaber vorsichtig vom Boden der 
Zellkulturschale gelöst und in ein Falcon-Röhrchen überführt. Die Zellsuspension wird 
sofort für 15 min auf Eis inkubiert, und die Zellen durch Zentrifugation pelletiert (5 min, 
1200 rpm, 4°C). Im Anschluss wird der Überstand vorsichtig abgenommen und das 
intakte Pellet vorsichtig vier- bis fünfmal mit Cacodylatpuffer (2.3.5) gewaschen. Die 
somit vorbereiteten Proben wurden verschickt und von Prof. Dr. Hanswalter Zentgraf 
(DKFZ, Heidelberg, D) untersucht. 
 
2.8.3 kombinierte Atomic Force und Laser Scanning Mikroskopie 
Diese Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Salvatore Chiantia (PhD Student, 
Biotec, Dresden, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Petra Schwille) durchgeführt. 
 
Für die Analyse werden die fluoreszierenden Partikel nach Kapitel 2.7.2.3 geerntet, mit 
fluoreszierenden Polystyrene Beads in Phosphat-Puffer (2.3.1) gemischt und auf ein 
mit 1 mg/ml Poly-D-Lysin vorbehandeltes Mica aufgetragen. Mica ist ein Schichtsilikat 
(Glimmer), dass aufgrund besonderer physikalischer Eigenschaften für die AFM 
verwendet wird. 
 
2.8.4 Probenaufbereitung für die CLSM-Analyse 
2.8.4.1 Beschichtung von Deckgläsern  
Die Deckgläser werden in Ethanol unter Erhitzen und Schwenken gereinigt und 
anschließend vereinzelt unter UV-Licht in einer Sterilbank zum Trocknen ausgelegt. 
Vor dem Einsäen der Zellen auf die Deckgläser werden diese für 10 min mit Poly-L-
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Lysin (0,01 mg/ml; 30 000 - 70 000 kDa) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit 
PBS wird die Zellsuspension zugegeben und wie unter Kapitel 2.6.3.3 weiter verfahren. 
 
2.8.4.2 Aufbereitung transfizierter Zellen 
Nach Kultivierung der transfizierten Zellen auf beschichteten Deckgläsern (2.6.3.3) 
wird das Zellkulturmedium 48h später abgenommen, und der Zellrasen mit PBS 
gewaschen. Danach werden die Zellen durch Zugabe von 500 µl 3 %igem 
Paraformaldehyd (2.3.2) für 30 min bei Raumtemperatur fixiert. Im Anschluss an vier 
Waschschritte mit PBS-Glycin (2.3.2) für insgesamt 20 min wird 1 µg/ml DAPI (2.3.2) 
verdünnt in PBS-Glycin zugegeben. Nach 5 min erfolgen zwei weitere Waschschritte 
mit PBS-Glycin. Das Deckglas wird mit einer Pinzette aus dem Well einer 12-Well-
Platte genommen, in destilliertes Wasser getaucht und mit dem Zellrasen nach unten 
in einen Tropfen Mowiol (2.3.2) auf einen Objektträger gelegt. Die Objektträger werden 
über Nacht bei Raumtemperatur im Dunkeln getrocknet und anschließend bei 4°C 
gelagert. 
 
2.8.4.3 Aufbereitung viraler Partikel 
Zur Analyse autofluoreszierender Partikel werden diese nach der Aufreinigung 
(2.7.2.3) auf Poly-L-Lysin beschichtete Deckgläser (2.8.4.1) aufgetragen und 30 min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird das Deckglas mit PBS-Glycin (2.3.2) 
gewaschen und mit den adhärierten viralen Partikeln nach unten in einen Tropfen 
Mowiol (2.3.2) auf einen Objektträger gelegt. Die Objektträger werden über Nacht bei 
Raumtemperatur im Dunkeln getrocknet und anschließend bei 4°C gelagert. 
 
2.8.4.4 Aufbereitung von Zellen, die autofluoreszierende Viren gebunden 
bzw. aufgenommen haben 
Unabhängig davon, ob die Zielzellen im Vorfeld mit einem zellulären Markergen 
transfiziert werden, wird folgendes Protokoll zum Nachweis der Bindung bzw. 
Aufnahme autofluoreszierender viraler Partikel verwendet. 
 
Nach Kultivierung der transfizierten Zellen auf beschichteten Deckgläsern (2.6.3.3) 
wird der Zellkulturüberstand abgenommen und 1 ml kaltes DMEM zugegeben. Die 
Zellen werden für 10 min bei 12°C gekühlt und anschließend mit 500 µl Virus-haltigem 
DMEM (komplett) (2.2.2) inkubiert. Damit die Viren an die Wirtszelloberfläche binden, 
werden die Zellen für 30 min bei 12°C inkubiert. Danach werden die Zellen mit PBS 
gewaschen und entweder mit 500 µl 3 %igem Paraformaldehyd (PFA) (2.3.2) fixiert 
oder zur Weiterkultivierung im Brutschrank bei 37°C mit 1 ml DMEM (komplett) 
versetzt. Proben, die sofort fixiert werden, stellen den t0-Zeitpunkt dar. Alle anderen 
Proben werden zu gegebenen Zeitpunkten (1, 4, 6h) nach einmaligem Waschen mit 
PBS durch PFA fixiert. Im Anschluss an die PFA-Fixierung werden die Zellen vier- bis 
Material und Methoden 
52 
fünfmal mit PBS-Glycin gewaschen (für 20 min) und anschließend mit 500 µl DAPI (1 
µg/ml, in PBS-Glycin) für 5 min inkubiert. Nach zwei finalen Waschschritten mit PBS-
Glycin, wird das Deckglas mit einer Pinzette aus dem Well einer 12-Well-Platte 
genommen, in Wasser getaucht und abgetrocknet mit dem Zellrasen nach unten in 
einen Tropfen Mowiol auf einen Objektträger gelegt. Die Objektträger werden über 
Nacht bei Raumtemperatur im Dunkeln getrocknet und anschließend bei 4°C gelagert.  
Die Kolokalisationsanalyse viraler eGFP-markierter Kapside mit den zellulären 
Markerproteinen für Lysosomen oder dem MTOC in infizierten Zellen wurde mit dem 
ImageJ PlugIn (JACoP, engl. „just another colocalisation plugin“) durchgeführt. Zur 
Einschätzung der Kolokalisation wurde der Mander’s Koeffizient verwendet. Für die 
Berechnung der relativen Kolokalisation mit lysosomalen Markerproteinen wurde die 
Anzahl der am MTOC vorliegenden Kapside gezählt und entsprechend mit der 
Gesamt-Partikelzahl summiert. 
 
2.8.5 Spinning Disk Mikroskopie 
Alle Experimente mit Spinning Disk Mikroskopie wurden in Zusammenarbeit mit Dr. 
Aurélie Dupont, Dorothee Schupp und Florian Perrotton an der LMU München 
(Arbeitsgruppe Prof. Dr. Don C. Lamb) durchgeführt. 
 
2.8.5.1 „Single Virus Tracking“ (SVT) 
Es werden 1 – 2 x 104 Zellen in 300 µl DMEM (komplett) (2.2.2) je Well eines IBIDi µ-
slides eingesät. Am nächsten Tag wird das Medium durch kaltes L15-Medium (2.2.2) 
ersetzt und das µ-slide für 10 min bei 12°C gekühlt. Danach werden die nach Kapitel 
2.7.2.3 aufgereinigten Viren in einem Volumen von 1 – 5 µl zu den Zielzellen gegeben 
und für weitere 10 min bei 12°C inkubiert. Anschließend werden die Zellen mit kaltem 
L15 gewaschen und das „Imaging“ wird unter Temperaturwechsel zu 37°C sofort 
gestartet. Alle Experimente werden als z-stack (ca. 20 Ebenen) mit einem 
Ebenenabstand von 300 nm für 20 min durchgeführt. Das durchschnittliche Zeitintervall 
von z-stack zu z-stack betrug 3,5 s mit einer „framerate“ von 150 ms/frame. 
Die erhaltenen Daten werden mit ImageJ und einer speziell angefertigten TRAC-
Analysesoftware (LMU, Aurélie Dupont; TRAC, engl. „trajectory analysis and 
colocalisation“) ausgewertet. Die wesentlichen Hintergründe des Analyse-Prinzips sind 
in Abb. 2-1 dargestellt. Dazu werden einzelne Viren über einen bestimmten Zeitraum in 
2D „getrackt“, d. h. man markiert den Weg (x, y), den das Virus zurücklegt. Importiert 
man die Daten in die TRAC-Software werden von den erhaltenen „trajectories“ die 
Hintergrundsignale abgezogen und die z-Position des Partikels wird mit einer Gauß-
Verteilung berechnet (Abb. 2-1 C). Um das Zentrum des Viruspartikels wird ein 3D 
Analysefeld (21 x 21 Pixel) gelegt, wobei jedoch in z-Richtung alle Zellebenen 
einbezogen werden. Innerhalb dieses gewählten Analysefeldes werden nun mit der 
TRAC Software zu jedem Zeitpunkt Informationen zur Fluoreszenzintensität der Gag- 
eGFP und mCh-Env Proteine, zur Transportgeschwindigkeit des Virus („velocity“), zum 
relativen Abstand von rotem zu grünem Signal geliefert und das „Cross-Correlation 
Material und Methoden 
53 
 
Abb. 2-1 Übersicht der TRAC-Analyse für „Single Virus Tracking“ (verändert nach F. 
Perrotton und A. Dupont, 2010). (A) Prinzip der 2D und 3D Bildaufnahme. (B) Prinzip der z-
Projektion eines aufgenommenen Zell-stacks. (C) Berechnung der z-Position eines Partikels 
innerhalb eines stacks mit Gauß-Verteilung. (D) Rekonstruktion der Zelloberfläche anhand der 
Membran-gebundenen Viren zu Beginn der Analyse. (E) Bewertung des „cross-correlation-
maximum“ (CCM). Kolokalisierte Viren besitzen einen CCM-Wert nahe 1. Bei nicht kolokalisierten 
Viren geht der CCM-Wert gegen 0. 
 
Maximum“ (CCM) wird berechnet (Abb. 2-1 E). Das CCM erreicht den idealen Wert von 
1, wenn beide Signale hundertprozentig kolokalisieren. Es nähert sich dem Wert 0, 
wenn eine Fusion stattfindet, wodurch sich das rote vom grünen Signal trennt. Eine 
Fusion findet statt, wenn das CCM kleiner und der relative Abstand von rotem zu 
grünem Signal größer wird. Um den genauen Zeitpunkt der Fusion zu bestimmen, 
wurde ein „threshold“ für die CCM gesetzt. Dieser wurde durch CCM-Analyse eines 
randomisierten Bildes einer Negativkontrolle berechnet. Demnach findet eine Fusion 
zu dem Zeitpunkt statt, an dem das CCM unter den „threshold“-Wert absinkt. Aufgrund 
der Oberflächen-gebundenen Partikel am Anfang der Aufnahme konnte die 
Zelloberfläche rekonstruiert werden und erleichterte damit die Einschätzung, ob die 
„getrackten“ Viren zu Beginn des Films bereits in der Zelle oder noch an der 
Zelloberfläche gebunden vorlagen (Abb. 2-1 D). 
 
 
A 2D Bild (Fokusebene 1) 2D Bild (Fokusebene 2) 
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2.8.5.2 2D Kolokalisationsanalyse viraler Partikel 
Die 2D (x, y) Kolokalisationsanalyse wurde mit einer selbst angefertigten Software 
(LMU München) durchgeführt. Mit Hilfe dieser Software werden virale Partikel, die auf 
Objektträger gespottet vorliegen, anhand der Kriterien Größe, Intensität und minimaler 
Abstand zwischen zwei benachbarten Partikeln (x, y) für die Analyse verwendet oder 
ausgeschlossen. Zur Bestimmung der Kolokalisationsrate wurde die 
Fluoreszenzintensität Gag-eGFP-markierter Partikel mit der Fluoreszenzintensität des 
mCh-Env Signals korreliert. Die Anzahl doppelt markierter Partikel wurde relativ zur 
Gesamtanzahl aller analysierten Viren berechnet und als prozentuale 
Kolokalisationsrate (KR) wiedergegeben. 
 
2.8.5.3 3D Kolokalisationsanalyse viraler Partikel 
Mit der 3D Kolokalisationsanalyse wurde zu bestimmten Zeitpunkten die Anzahl 
kolokalisierter Partikel in infizierten Zellen bestimmt. Dafür wird ein weiteres 
Ausschlusskriterium, der minimale Abstand zweier benachbarter Partikel in z-Richtung, 
hinzugezogen, um zu verhindern, dass das gleiche Partikel mehrfach gezählt wird. 
Dadurch werden zusätzlich nur einzelne Viruspartikel und keine Aggregate in die 
Analyse einbezogen. Auch hierfür wurde eine selbst angefertigte Software (LMU 
München) verwendet. Für die Analyse wurden nur Zellen verwendet, die weniger als 
180 Partikel enthielten. Die prozentuale Kolokalisationsrate wurde in einzelnen Zellen 
zu jedem Zeitpunkt relativ zum Anteil Gag-eGFP-markierter Partikel berechnet. Dabei 
wurden Untergruppen gebildet, in denen jeweils 2 – 4 Zellen zusammengefasst 
wurden. Diese Untergruppen wurden wiederum in „Binning“-Gruppen mit 
Zeitintervallen von 0 – 10, 10 – 20 min usw. zusammengefasst, weil der Startzeitpunkt 
für die mikroskopischen Analysen zwischen 5 bis 10 min nach Temperaturwechsel zu 
37°C varriierte. 
 
Für die 3D Kolokalisationsanalyse werden Zellen bei 14°C entsprechend Kapitel 
2.8.5.1 mit Viren inkubiert, und nach Temperaturwechsel zu 37°C eine z-stack-Analyse 
aller 10 min für insgesamt 90 min durchgeführt. 
 
2.8.6 Widefield Live-Cell Mikroskopie 
Es werden 0,5 x 104 Zellen in 200 µl DMEM (komplett) (2.2.2) je Well eines IBIDI µ-
slides eingesät. Am nächsten Tag wird das Medium durch kaltes L15-Medium (2.2.2) 
ersetzt und das µ-slide für 10 min bei 12°C gekühlt. Danach werden 1 – 5 µl Virus zu 
den Zielzellen gegeben und für weitere 10 min bei 12°C inkubiert. Anschließend 
werden die Zellen mit kaltem L15 gewaschen und die Live-Cell Mikroskopie wird unter 
Temperaturwechsel zu 37°C sofort gestartet. Alle Experimente werden als z-stack mit 





Das Ziel dieser Arbeit war es autofluoreszierende Foamyviren herzustellen und diese 
zu nutzen, um mittels verschiedener Fluoreszenzmikroskopie-Methoden Einblicke in 
die frühen Replikationsschritte dieser Viren zu gewinnen. Zu diesem Zweck wurden 
sowohl einfach markierte Viren mit Gag-AFP (AFP, engl. „autofluorescent protein“) als 
auch doppelt markierte Viren mit Gag-eGFP und mCherry-Env hergestellt. Bevor die 
Bindung und Aufnahme autofluoreszierender Foamyviren (FV) in Wirtszellen 
untersucht werden konnte, wurden im Vorfeld Experimente zur Charakterisierung und 
Bestätigung der Funktionalität der AFP-markierten viralen Strukturproteine 
durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden in den nächsten zwei 
Kapiteln dargestellt. Im Anschluss daran werden die Resultate der Anwendungs-
orientierten Experimente aufgezeigt. 
 
3.1 Charakterisierung der autofluoreszierenden Gag-
markierten Foamyviren 
3.1.1 Klonierung von autofluoreszierenden PFV Gag-Fusionsproteinen 
Als Grundlage für die Herstellung der PFV Gag-Fusionsproteine (Gag-FP) wurde das 
Expressionsplasmid pcoPG4 verwendet. Als Protein-Tags (engl.: „tag“, dt.:  
Markierung) wurden die AFPs (eGFP, eYFP, mCherry, mCerulean) bzw. der HA-Tag 
(HA, Hämagglutinin) zusammen mit einem Flexibilitäts-vermittelnden Glycin-Serin-
Linker entweder N- oder C-terminal des Gag-Proteins fusioniert (Abb. 3-1).  
 
Abb. 3-1 Schematische Darstellung der PFV Gag-Fusionsproteine. Die Lage des Protein-
Tags (mCherry, mCerulean, eGFP, eYFP oder HA) zur Herstellung N-terminaler (Ntag) bzw. C-
terminaler (Ctag) Fusionsproteine ist als graue Box dargestellt. Die Zahlen geben die 
Aminosäurepositionen des unmarkierten Gag Proteins wieder. Die Gag p68/p3 Prozessierungsstelle 
ist als gestrichelte Linie gekennzeichnet. Das C-terminale PG CeGFP Fusionsprotein wurde 
zusätzlich durch ein N-terminales Membranlokalisationssignal (M) modifiziert, wodurch die PGM3 
CeGFP Mutante entstand. PG, PFV Gag; wt, Wildtyp; CMV, „cytomegalovirus immediate-early 
promotor“; SD, Spleißdonor; SA, Spleißakzeptor; pA, „bovine growth hormone polyadenylation 
signal“; L, Glycin-Serin-Linker; egfp, „enhanced green fluorescent protein“. 
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Alle Gag-Fusionskonstrukte wurden so gestaltet, dass nur jeweils ein Start-Codon 
(ATG) und ein Stop-Codon (TGA) im gesamten ORF (engl. „open reading frame“) 
vorlagen. Um diese Veränderungen vorzunehmen wurden gegebenenfalls mutagene 
Primer verwendet. Die Konstrukte wurden anhand folgender Klonierungsstrategien 
hergestellt (Tab. 3-1). 
 
Tab. 3-1 Klonierungsstrategien der PFV Gag-Fusionskonstrukte. V, Vektor; I1-2, Insert 1-2; 
Frag., DNA-Fragment; CIAP, „calf intestine alkaline phosphatase“. Folgende bisher nicht 
aufgelisteten Expressionsplasmide wurden für die Klonierung als Ausgangsvektor verwendet: 
pmlCE-TUBG1 / pTUBG1-lmCE (γ-Tubulin-mCerulean Fusionsprotein (FP)), pcziPG NmCh / pcziPG 
NeYFP / pcziPG NeGFP (nicht expressions-optimiertes PFV Gag-mCherry /-eYFP /-eGFP FP), 





pcoPG4  V: pcoPG4  SwaI/SdaI/CIAP 8301 
NmCer I1: pmlCE-TUBG1  Eco47III/NheI 778 
 I2: pcoPG4 (PCR) 2741/2565 NheI/SdaI 167 
pcoPG4 V: pcoPG4  KpnI/SdaI/CIAP 8289 
NmCh I1: pcziPG NmCh  KpnI/NheI 764 
 I2: pcoPG4 (PCR) 2741/2565 NheI/SdaI 167 
pcoPG4 V: pcoPG4  Kpn1/SdaI/CIAP 8289 
NeYFP I1: pcziPG NeYFP  KpnI/NheI 776 
 I2: pcoPG4 (PCR) 2741/2565 NheI/SdaI 167 
pcoPG4 
NeGFP 
V: pcoPG NeYFP  Acc65I/BamHI/  
CIAP 
8501 
 I1: pcziGag NeGFP  Acc65I/BamHI 746 
pcoPG4  V: pcoPG4 NeYFP  Acc65I/BamHI 8501 
NHA I1: Oligonukleotid-Annealing 2831/2832  32 
pcoPG4 V: pcoPG4  Eco91I/NotI/CIAP 7835 
CmCer I1: pcoPG4 (PCR) 2560/2767 Eco91I/Kpn2I 640 
 I2: pTUBG1-lmCE  Kpn2I/NotI 766 
pcoPG4 V: pcoPG4  Eco91I/NotI/CIAP 7835 
CmCh I1: pcoPG4 (PCR) 2560/2775 Eco91I/BamHI 635 
 I2: pczHFVenv EM237   BamHI/NotI 801 
pcoPG4  V: pcoPG4  Eco91I/NotI/CIAP 7835 
CeYFP I1: pcoPG4 (PCR) 2560/2775 Eco91I/BamHI 635 
 I2: pczHFVenv EM260 (PCR) 391/2776 BamHI/NotI 777 
pcoPG4  V: pcoPG CmCer  NheI/NotI/CIAP 8517 
CeGFP I1: pcziPG NeGFP (PCR) 2907/2825 NheI/NotI 723 
pcoPG4  V: pcoPG4 CmCer  NheI/NotI 8517 
CHA I1: Oligonukleotid-Annealing 2811/2812  33 
pcziPGM3 
CeGFP 
V: pGag1-648 CeGFP HH  Asp718I/SwaI/  
CIAP 
7757 




3.1.2 Bestimmung der zellulären und Partikel-assoziierten 
Proteinexpression sowie der Infektiosität freigesetzter Partikel 
Die autofluoreszierenden Gag-Fusionsproteine sollten als virale Kapsidmarkierung in 
späteren Fluoreszenzmikroskopie-Anwendungen eingesetzt werden. Da der fusionierte 
Protein-Tag die Funktionalität des viralen Proteins beeinflussen kann, wurde die 
Funktionalität der modifizierten Gag Proteine mit wildtypischem Gag verglichen. Denn 
nicht nur die eigene Proteinexpression oder -faltung sondern auch die Interaktion mit 
viralen bzw. zellulären Interaktionspartnern kann durch die Fusion eines Protein-Tags 
beeinflusst werden.  
 
Um die Funktionalität zu überprüfen, wurden die N-terminalen und C-terminalen Gag-
Fusionskonstrukte gemäß Kapitel 2.7.1 im PFV Vektorsystem I unter Verwendung des 
Vektors puc2MD9 transfiziert. Im Unterschied zum aufgeführten PFV Vektorsystem 
wurden alle verwendeten Gag-Proteine von einem expressions-optimierten Konstrukt 
(pcoPG4) exprimiert. Um die dadurch erhöhte Proteinexpression auszugleichen, wurde 
die Menge transfizierter Gag-Plasmid-DNA um 1/4 gesenkt. Dadurch wurde das 
Expressionsverhältnis des Gag Proteins zu den anderen viralen Komponenten wie 
unter Verwendung des authentischen Gag-Plasmides beibehalten. Vorexperimente 
dazu wurden durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe Lindemann durchgeführt. 
Zur Analyse der zellulären Proteinexpression wurden Zelllysate der transfizierten 293T 
Zellen hergestellt (2.6.4) und mittels Immunoblot-Analyse (2.5.2) untersucht. Die 
Zellkulturüberstände der transfizierten Zellen wurden geerntet (2.7.2) und für die 
Infektion von HT1080 Zellen (2.7.3) verwendet. Zusätzlich wurden die viralen Partikel 
mittels Ultrazentrifugation für eine Immunoblot-Analyse aufgereinigt und anschließend 
50% der Partikelpräparation mit Subtilisin behandelt (2.7.2.4, Tab. 2-21). Die 
Ergebnisse dieser Analysen sind in Abb. 3-2 zusammengefasst. 
 
Die Immunoblot-Analyse der Zelllysate ergab, dass alle C- und N-terminalen Gag-
Fusionsproteine (Gag-FP) gleichermaßen exprimiert wurden (Abb. 3-2 A, Spur 2-6, 9-
13). Durch Fusion der jeweiligen Protein-Tags (27-29 kDa: eGFP, eYFP, mCerulean, 
mCherry; HA: 4 kDa) war das Molekulargewicht der C- und N-terminalen Gag-
Fusionsvorläuferproteine im Vergleich zum wildtypischem, unmarkiertem p71Gag auf ca. 
100 kDa erhöht. Im Vergleich zu unmarkiertem Gag (wt) erfolgte die Prozessierung der 
AFP-markierten Gag-FP durch die virale Protease in einigen Fällen etwas schwächer 
(Abb. 3-2 A, Spur 1-6, 8-13). Da die p68/p3-Gag-Prozessierungsstelle C-terminal liegt, 
wurde bei C-terminalen Gag-FP (C-Gag-FP) der jeweilige Protein-Tag zusammen mit 
dem p3Gag abgespalten und das wildtypische p68Gag Spaltprodukt nachgewiesen (Abb. 
3-2 A, Spur 8-13). In den Zelllysaten mit C-Gag-mCh wurde ein zusätzliches Protein 
detektiert, das ein Molekulargewicht zwischen 68 und 100 kDa aufwies (Abb. 3-2 A, 
Spur 13). Dieses Protein wurde sowohl mit Gag- als auch mit mCherry-spezifischen 
Antikörpern nachgewiesen (Daten nicht dargestellt). Es ist beschrieben, dass in 
mCherry während der Chromophor-Reifung des AFPs eine interne Spaltung erfolgt, die 
für die Aufrechterhaltung der Funktion des fluoreszierenden Proteins essentiell ist 
(Campbell et al., 2002; Gross et al., 2000; Verkhusha & Sorkin, 2005). Demnach stellte 




Abb. 3-2 Analyse der zellulären und Partikel-assoziierten Proteinexpression sowie der 
Infektiosität Gag-AFP-markierter Partikel. (A-D) Dargestellt ist die repräsentative Immunoblot-
Analyse der 293T Zelllysate (Zelle) bzw. der aufgereinigten Partikel (Virus). Die viralen Proteine 
wurden mit (A-C) einem PFV Gag-spezifischen Antikörper (α-Gag; Gag936; 1:1000) und (D) einem 
PFV Env-LP-spezifischen Antikörper (α-LP; LP1-86, 1:200) detektiert. Zur Bestimmung der Partikel-
assoziierten Gag Proteine wurden (B) Subtilisin-behandelte (+Sub) und (C) nicht behandelte (-Sub) 
Proben vergleichend dargestellt. (E) Relative Infektiosität gewonnener Zellkulturüberstände 
berechnet nach FACS-Messung infizierter HT1080 Zellen. Die Werte wurden in Bezug auf den 
Wildtyp (wt) berechnet, welcher 100% gesetzt wurde. Dargestellt sind die Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus drei unabhängigen Experimenten. 293T Zellen wurden im PFV 
Vektorsystem I mit folgenden Plasmiden kotransfiziert: pcziPol, puc2MD9, pczHFVenv EM002 und 
Spur: 1, 8, 14, pcoPG4; 2, pcoPG4 NHA; 3, pcoPG4 NeGFP; 4, pcoPG4 NeYFP; 5, pcoPG4 NmCer; 
6, pcoPG4 NmCh; 9, pcoPG4 CHA; 10, pcoPG4 CeGFP; 11, pcoPG4 CeYFP; 12, pcoPG4 CmCer; 
13, pcoPG4 CmCh; 15-19: pcoPG4 (wt) + 15, pcoPG4 CHA; 16, pcoPG4 CeGFP; 17, pcoPG4 
CeYFP; 18, pcoPG4 CmCer; 19, pcoPG4 CmCh. (F) Vergleich der relativen Infektiosität viraler 
Partikel, die durch Kotransfektion im PFV Vektorsystem I mit pcoPG4 (wt) in verschiedenen 
Verhältnissen zu pcoPG4 CeGFP (CeGFP) gewonnen wurden. Die Werte wurden in Bezug auf den 
Wildtyp (wt) berechnet, welcher 100% gesetzt wurde. Dargestellt sind die Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus zwei unabhängigen Experimenten. Zellen, die ausschließlich mit 
pcDNA3.1 zeo+ transfiziert waren, wurden gleichermaßen behandelt und als Negativkontrollen für 
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Bei N-terminalen Gag-FP (N-Gag-FP) bedingte der fusionierte Protein-Tag auch eine 
Erhöhung des Molekulargewichts des größeren Gag-Spaltproduktes, wodurch beide 
Gag Proteine als charakteristische Doppelbande erkennbar waren (Abb. 3-2 A, Spur 2-
6).  
In den Partikelpräparationen, die N-Gag-AFP-FP enthielten, wurden nur geringe 
Mengen Gag jedoch kein Env LP nachgewiesen (Abb. 3-2 B, D, Spur 3-6). Da als 
Besonderheit der foamyviralen Replikation Gag nur bei Interaktion mit Env in den 
Zellkulturüberstand freigesetzt werden kann, stellte sich die Frage, ob diese 
detektierten Gag Proteine Partikel-assoziiert vorlagen oder nicht. Um dies zu klären 
wurde ein Teil der Partikelpräparation vor der Lyse mit der Protease Subtilisin 
behandelt. Durch den Subtilisin-Verdau werden alle nicht Membran-umhüllten Proteine 
in der Partikelpräparation prozessiert. Die Kapside im Inneren viraler Partikel, nicht 
jedoch freie Gag-Proteine, sind damit vor Prozessierung geschützt. Der Subtilisin-
Verdau ermöglicht so eine Unterscheidung zwischen „echter Partikelfreisetzung“ und 
„unspezifischer Proteinfreisetzung“ in den Zellkulturüberstand, beispielsweise durch 
Zelltrümmer abgestorbener Zellen. Das Ergebnis des Subtilisin-Verdaus ist in Abb. 3-2 
C dargestellt.  
Nach dem Subtilisin-Verdau wurden in der Partikelpräparation keine N-Gag-AFP-FP 
mehr nachgewiesen (Abb. 3-2 C, Spur 3-6). In Übereinstimmung mit dem fehlenden 
Nachweis des Env LPs wurde damit die Annahme bestätigt, dass die detektierten N-
Gag-AFP-FP nicht Partikel-assoziiert vorlagen und damit keine virale 
Partikelfreisetzung ermöglichten. Im Gegenteil dazu wurde eine, wenn auch im 
Vergleich zu wildtypischen Partikeln deutlich reduzierte Partikelfreisetzung mit den N-
Gag-HA-FP beobachtet (Abb. 3-2 C, Spur 1-2). Im Unterschied zu den N-Gag-AFP-FP 
wurde keine Abnahme der Partikel-assoziierten C-Gag-FP nach Subtilisin-Verdau 
beobachtet (Abb. 3-2 B, C, Spur 9-13). Das jeweilige Gag-Fusionsvorläuferprotein und 
das p68Gag Spaltprodukt lagen in allen Proben in äquimolaren Verhältnissen vor. 
Zusätzlich wurde das Env-LP (gp18LP) in allen Proben in ähnlichen Mengen 
nachgewiesen (Abb. 3-2 D, Spur 9-13).  
Die Einlagerung der enzymatischen Pol Komponenten war in allen Proben ähnlich dem 
Wildtyp (Daten nicht dargestellt). 
 
Die Infektionsanalyse bestätigte, dass alle vier autofluoreszierenden N-Gag-FP keine 
Freisetzung infektiöser Virionen vermittelten (Abb. 3-2 E, Balken 3-6). Die relativen 
Infektionswerte lagen auf dem Niveau der Negativkontrolle (Balken 7) oder nur leicht 
darüber. Die Partikel mit N-Gag-HA-FP zeigten einhergehend mit der verringerten 
Partikelfreisetzung eine 10-fache Reduktion der Infektiosität im Vergleich zum Wildtyp 
(Abb. 3-2 E, Balken 1-2). Das C-Gag-HA-FP zeigte keinen Einfluss auf die 
Partikelfreisetzung und erreichte Infektionswerte, die ähnlich dem Wildtyp waren (Abb. 
3-2 E, Balken 8-9). Im Gegensatz dazu stellte sich heraus, dass die vier AFP-
markierten C-Gag-FP bei gleicher Partikelfreisetzungseffizienz die Infektiosität um den 
Faktor 10 bis 100 verringerten (Abb. 3-2 E, Balken 10-13).  
 
Mit dem nächsten Experiment wurde überprüft, ob eine Kotransfektion von 
unmarkiertem Gag mit Gag-eGFP die Infektiosität der freigesetzten Partikel erhöht. 
Dazu wurden beide Expressionsplasmide wie dargestellt in unterschiedlichen 
Verhältnissen zueinander kotransfiziert und die Infektiosität der Partikel mit einer 
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FACS-Messung bestimmt (Abb. 3-2 F). Durch Kotransfektion im Verhältnis 1:1 konnte 
die relative Infektiosität der C-Gag-eGFP enthaltenden Partikel bereits auf 50% und im 
Verhältnis 3:1 sogar auf Wildtyp-Niveau angehoben werden.  
 
Basierend auf diesen Ergebnissen wurden 1:1 kotransfizierte C-Gag-AFP enthaltende 
Partikelpräparationen mit einer Immunoblot-Analyse untersucht (Abb. 3-2 A-D, Spur 
15-20). In allen Proben wurden unmarkierte und Tag-markierte Gag Proteine in 
ähnlichen Verhältnissen zueinander exprimiert und in freigesetzte Partikel eingelagert. 
Im Unterschied zu den nicht kotransfizierten Proben der Spuren 9-13 wurde bei 
Kotransfektion in den Zelllysaten und Partikelpräparationen zusätzlich das wildtypische 
p71Gag nachgewiesen. Die Infektiosität der 1:1 C-Gag-FP enthaltenden Partikel erhöhte 
sich auf 15-100% im Vergleich zu unmarkierten Partikeln (Abb. 3-2 E, Balken 14-20).  
Im Gegensatz dazu erfolgte mit den N-Gag-FP auch bei Kotransfektion keine 
Partikelfreisetzung gemischter Kapside (Daten nicht dargestellt). Die freigesetzten 
Partikel enthielten lediglich die vom koexprimiertem unmarkiertem Gag Protein 
abstammenden p68/p71Gag Proteine und keine N-Gag-FP.  
  
Die wichtigsten Ergebnisse dieser Analyse sind, dass sowohl die Protein-Länge als 
auch die Fusionsstelle des Protein-Tags die Funktion von Gag-FP beeinflussen. Am 
besten geeignet für eine Fusion sind kurze Protein-Tags am C-Terminus von PFV Gag. 
Darüber hinaus sind nur C-Gag-AFP-FP in der Lage mit unmarkiertem Gag zu 
interagieren und damit die Freisetzung viraler Partikel mit gemischten Kapsiden zu 
ermöglichen, die eine deutlich erhöhte Infektiosität zeigen. 
 
3.1.3 Elektronenmikroskopische Untersuchung der Zusammen-
lagerung und Knospung foamyviraler Partikel 
In der biochemischen Analyse der Partikelpräparationen wurde beobachtet, dass 
lediglich die C-Gag-FP nicht jedoch die N-Gag-FP eine virale Partikelfreisetzung 
ermöglichten. Zudem zeigten C-Gag-FP bei gleicher Partikelfreisetzungseffizienz wie 
wildtypische Partikel eine geringere Infektiosität. Deswegen wurde mit einer 
elektronenmikroskopischen (EM) Analyse transfizierter 293T Zellen untersucht, ob die 
eingelagerten Gag-FP die Kapsidmorphologie veränderten oder den 
Knospungsprozess beeinflussten. 
 
Dazu wurden 293T Zellen wie unter Kapitel 2.6.3.2 beschrieben im PFV Vektorsystem 
I mit pMD11 (2.7.1) transfiziert und anschließend für die EM-Analyse aufbereitet (2.8.2, 
2.3.5). Für die Analyse wurden exemplarisch nur die Gag-eGFP-
Expressionskonstrukte verwendet. Die Menge an transfizierter Gag-Plasmid-DNA 
wurde aufgrund der Verwendung expressions-optimierter Gag-Konstrukte auf einen 






Abb. 3-3 Elektronenmikroskopische Analyse der Kapsidzusammenlagerung und 
Knospung Gag-eGFP-markierter Partikel. Darstellung repräsentativer Ultradünnschnitte von 293T 
Zellen, die mit pcziPol, pczHFVenv EM002, pMD11 und (A-D) pcoPG4, (E-F) pcoPG4 NeGFP oder 
(G-K) pcoPG4 CeGFP transfiziert wurden. Die Pfeilspitzen deuten auf Zentriolen (MTOC, 
„microtubule organizing center“). Der Pfeil markiert ein knospendes Partikel an intrazellulären 
Membranen. Vergrößerung: (A) 18 000x, (B) 58 000x, (C) 41 000x, (D) 117 000x, (E) 23 000x, (F) 33 











Wie bereits in Yu et al. beschrieben (Yu et al., 2006), akkumulierten wildtypische, 
unmarkierte Gag Proteine als sphärische, homogene Kapside im Zellzentrum nahe des 
MTOC (Abb. 3-3 A, B). Knospende Partikel wurden an Membranen intrazellulärer 
Vesikel, jedoch überwiegend an der Plasmamembran (PM) beobachtet (Abb. 3-3 C, 
D). Im Bereich der Membranknospung wurden häufig Kapsidanhäufungen auf der 
intrazellulären Seite der PM gefunden.  
In EM-Schnitten der N-Gag-eGFP exprimierenden Zellen waren ähnlich dem Wildtyp 
homogene Kapsidanhäufungen nahe des MTOC lokalisiert (Abb. 3-3 E). Im 
Unterschied zum Wildtyp wurden jedoch nie knospende Partikel weder intrazellulär 
noch an der PM gefunden (Abb. 3-3 F).  
Hingegen zeigten sich bei den C-Gag-eGFP Proben wildtypische Knospungsstrukturen 
mit den charakteristischen PFV Env „spikes“ an der PM (Abb. 3-3 J, K). Die Kapside 
lagen gleichermaßen am MTOC angehäuft vor, zeigten jedoch eine etwas 
heterogenere Morphologie als wildtypische Kapside (Abb. 3-3 G, I). In einigen Zellen 
wurden intrazelluläre Anhäufungen von potentiellen aberranten Kapsiden entdeckt, die 
möglicherweise Orte der Proteindegradierung missgefalteter Proteine darstellten (Abb. 
3-3 H). Diese aberranten Strukturen wurden weder an Knospungsbereichen oder in 
freigesetzten Partikeln noch in wildtypischen oder nicht transfizierten Zellen gefunden.  
 
3.1.4 CLSM-Analyse Gag-AFP-markierter Foamyviren 
Da die Kapsid-markierten Viruspartikel hauptsächlich für die Fluoreszenzmikroskopie 
eingesetzt werden sollten, wurde mit einer ersten CLSM-Analyse überprüft, welches 
der vier C-terminal fusionierten AFPs sich am besten für eine solche Untersuchung 
eignet. Die Signalstärke der AFP-markierten Kapside, die mit den zur Verfügung 
stehenden Mikroskop-Setup erreicht werden konnte wurde hierfür als 
Beurteilungskriterium herangezogen. 
  
Die autofluoreszierenden Viruspartikel wurden durch Transfektion von 293T Zellen 
(2.6.3.1) mit pMD11 im PFV Vektorsystem I (2.7.1) erzeugt und nach Kapitel 2.7.2.3 
(Tab. 2-20, CLSM (Partikel)) geerntet. Aufgrund der Verwendung expressions-
optimierter Gag-Konstrukte wurde die Menge an transfizierter Gag-Plasmid-DNA auf 
1/4 reduziert (siehe 3.1.2). Die aufgereinigten Viruspartikel wurden gemäß Kapitel 
2.8.4.3 auf Deckgläser gespottet und für die CLSM-Analyse aufbereitet (2.3.2). Als 
Negativkontrolle dienten Zellkulturüberstände, die von 293T Zellen geerntet wurden, 
die mit Gag-eGFP, Pol, RNA aber keinem Env-Expressionsplasmid transfiziert waren. 
Die Ergebnisse sind in Abb. 3-4 dargestellt.  
 
Die vier autofluoreszierenden Viruspartikel zeigten eine unterschiedlich hohe 
Signalstärke. Lediglich Gag-eYFP and Gag-eGFP-markierte Viren waren sehr gut 
detektierbar (Abb. 3-4 A). In der Negativkontrolle konnten keine eGFP-spezifischen 
Signale nachgewiesen werden, da PFV Gag ohne Env nicht in den Überstand 
freigesetzt wird (Daten nicht dargestellt). Gag-mCh- und Gag-mCer-markierte Partikel 
konnten lediglich mit „Blind-Scans“ aufgenommen und durch nachträgliche 
Bildbearbeitung sichtbar gemacht werden (Abb. 3-4 A). Die Original- Bilder wurden mit  
Ergebnisse 
63 
Abb. 3-4 CLSM-Analyse aufgereinigter Gag-AFP-markierter PFV Partikel. Die Viruspartikel 
wurden durch Ultrazentrifugation aufgereinigt, auf Deckgläser zur Adhärenz aufgetragen und 
anschließend in Mowiol eingebettet. (A) Repräsentative Bilder einzelner Partikel. (B) Vergleich der 
Fluoreszenzintensität von Viruspartikeln, bei denen die Hintergrund-Pixelwerte abgezogen wurden. 
Dargestellt sind die Mittelwerte und dazugehörige Standardabweichungen der Pixelmaxima zufällig 
ausgewählter Viruspartikel jeder Partikelpräparation (n=30). CLSM, „confocal laser scanning 
microscopy“. 
 
ImageJ Plugins („Background Substraction“, „Smooth“) sowie durch Anpassung der 
Helligkeit und Kontraste für die Darstellung bearbeitet. Für die Berechnung der 
Pixelmaxima je Partikel (n = 30) wurden lediglich Hintergrund-korrigierte Original-Bilder 
verwendet (Abb. 3-4 B). Die Berechnungen ergaben, dass für eine 
fluoreszenzmikroskopische Analyse viraler Kapside Gag-eYFP und Gag-eGFP wegen 
ihrer hohen Signalstärke am besten geeignet sind. 
 
3.1.5 Kombinierte AFM- und LSM-Analyse autofluoreszierender Partikel 
Nachdem die grundlegenden Charakterisierungen der vorhergehenden Kapitel gezeigt 
haben, dass C-Gag-eGFP-markierte Viren für die CLSM-Analyse am besten geeignet 
sind, sollte abschließend bewiesen werden, dass die geernteten Partikelpräparationen 
einzelne Virionen und keine Aggregate dieser enthielten. 
 
Dazu wurden die Partikel gemäß Kapitel 2.7.2.3 (Tab. 2-20, AFM) nach Transfektion 
von 293T Zellen (2.6.3.1) geerntet. In diesen Experimenten wurde das PFV 
Vektorsystem II (2.7.1) unter Verwendung von pcoPP2 und pMD11 und dem nicht 
expressions-optimierten Gag-eGFP Expressionsplasmid (pGag1-648 CeGFP) 
verwendet. Zusätzlich wurden die Partikel während der Aufreinigung mit 
Paraformaldehyd fixiert. Vor Beginn der vergleichenden AFM- und LSM-Analyse 
wurden die Partikel mit fluoreszierenden Beads (engl.: „bead“, dt.: Kügelchen) 








Abb. 3-5 Vergleichende Analyse Gag-eGFP-markierter PFV Viruspartikel mit AFM und 
LSM. Repräsentative Darstellung eines 100 nm eGFP-fluoreszierenden Beads (links) und eines 
Gag-eGFP-markierten Viruspartikels (rechts) im (A) LSM- oder (B) AFM-Scan. LSM, „laser scanning 
microscopy“; AFM, „atomic force microscopy“. (C) 3D-Projektion eines mit Paraformaldehyd fixierten 
oder nicht fixierten Viruspartikels, erstellt nach AFM-Scan. (D) Exemplarische Darstellung der 
Querschnitts-Analyse durch das Partikel in (B) zur Bestimmung der durchschnittlichen Höhe 
foamyviraler Partikel. 
 
In den ersten Versuchen stellte sich heraus, dass die Partikel durch die AFM-
Rasterung leicht gedrückt wurden. Deswegen wurden daraufhin die Partikel zur 
Erhöhung der Stabilität während der Aufreinigung mit Paraformaldehyd fixiert. Ohne 
Fixierung betrug die Partikelhöhe lediglich 60 nm und um dieses vermeintliche Kapsid 
herum wurde eine zusammengefallene Membran beobachtet (Abb. 3-5 C). Durch 
Fixierung der Partikel während der Aufreinigung konnte dieses Problem behoben 
werden. 
Die Verwendung der fluoreszierenden Beads als topographische Messpunkte hatte 
mehrere Vorteile. Erstens, konnte die gleiche Anregungswellenlänge von 488 nm für 
Beads und virale Partikel genutzt werden. Dadurch erschienen Beads aufgrund der 
stärkeren Beladung mit fluoreszierenden Molekülen als überbelichtete Punkte, 
meistens benachbart zu einem schwächer fluoreszierenden Virus (Abb. 3-5 A). 
Zweitens, durch Messung der Distanzen zwischen Beads und Virus im LSM-Scan war 
es möglich die viralen Partikel im AFM-Scan schnell und sicher zu identifizieren (Abb. 
3-5 B). Dies war ein entscheidender Vorteil, da im AFM-Scan nicht nur Beads und 
Viren zu sehen sind, sondern auch Verunreinigungen. Der dritte Vorteil bestand darin, 
die bekannte Größe der Beads (Durchmesser: 100 nm) zu verwenden, um die Größe 
der viralen Partikel im AFM-Scan vergleichen zu können. Die durchschnittliche Höhe 
der viralen Partikel wurde durch eine Querschnitts-Analyse einzelner Viren berechnet, 
exemplarisch dargestellt in Abb. 3-5 D. Ausgehend vom Querschnitt wurden die zehn 
maximalen Pixelwerte eines Partikels verwendet, um daraus die durchschnittliche 
Höhe eines Virus zu berechnen. Die durchschnittliche Höhe aller analysierten Partikel 


















Analyse bestätigt werden, dass die Partikelpräparationen einzelne Viren und keine 
Aggregate enthielten. 
 
3.2 Charakterisierung der autofluoreszierenden Gag- und 
Env-markierten Foamyviren 
3.2.1 Klonierung autofluoreszierender PFV und SFVmac Env-
Fusionsproteine 
Als Grundlage für die Herstellung der mCherry-Env-Fusionsproteine (mCh-Env-FP) 
wurde für die PFV Konstrukte das Expressionsplasmid pcoPE bzw. für die SFVmac 
Konstrukte pciSFV-1 env verwendet. Der mCherry-Tag wurde zusammen mit einem 
Flexibilitäts-vermittelnden Glycin-Serin-Linker N-terminal des jeweiligen Env-Proteins 
fusioniert. Zusätzlich wurden für beide Env Spezies Spaltstellenmutanten (iCS) im 
Kontext des unmarkierten bzw. mCh-markierten Env generiert, die durch Inaktivierung 
der Env SU-TM Spaltstelle keine Fusionsaktivität mehr besitzen (Abb. 3-6). 
Alle mCh-Env-Fusionskonstrukte wurden so gestaltet, dass nur jeweils ein Start-Codon 
(ATG) und ein Stop-Codon (TGA) im gesamten ORF vorlagen. Um diese 
Veränderungen vorzunehmen wurden gegebenenfalls mutagene Primer verwendet. 
Die Spaltstellenmutante PE iCS (R571T) wurde mit einer Overlap-PCR hergestellt. In 
SE iCS (RKRR570-573AAEA) wurde die Mutation mittels mutagenen Oligonukleotiden 
eingebracht und teilweise durch eine enzymatische Schnittstelle (Cfr42I) kodiert. Die 
Konstrukte wurden anhand folgender Klonierungsstrategie hergestellt (Tab. 3-2). 
 
 
Abb. 3-6 Schematische Darstellung der PFV und SFVmac mCh-Env-Fusionsproteine. (A) 
PFV Env-Fusionsproteine. (B) SFVmac Env-Fusionsproteine. Die Zahlen geben die 
Aminosäurepositionen des unmarkierten Env Proteins wieder. Die LP-SU bzw. die SU-TM Spaltstelle 
ist durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet. Zur Herstellung der Spaltstellenmutanten (iCS) 
wurden die grau markierten Aminosäuren ausgetauscht (PFV: R571T; SFVmac: RKRR570-573AAEA). 
PFV, Prototyp Foamyvirus; SFVmac, „macaque simian foamy virus“; PE, PFV Env; SE; SFVmac 
Env; iCS, „inactivated cleavage site“ (Env SU-TM Spaltstellenmutante); CMV, „cytomegalovirus 
immediate-early promotor“; SD, Spleißdonor; SA, Spleißakzeptor; pA, „bovine growth hormone 
polyadenylation signal“; mCh, mCherry; tag, mCherry oder eGFP („enhanced green fluorescent 
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Tab. 3-2 Klonierungsstrategien der PFV und SFVmac Env-Fusionskonstrukte. V, Vektor; 
I1-2, Insert 1-2; F1-2, Fragment 1 bzw. 2 für eine Overlap-PCR (O-PCR). Frag., DNA-Fragment; 
CIAP, „calf intestine alkaline phosphatase“; iCS, „inactivated cleavage site“. Folgende bisher nicht 
aufgelisteten Expressionsplasmide wurden für die Klonierung als Ausgangsvektor verwendet: 





pcoPE30 V: pcoPE29  Acc65I/NotI/CIAP 6501 
(PE Ch) I1: pczmCherry1        
     (PCR) 
2911/2912 Acc65I/Kpn2I 712 
 I2: pcoPE29  Kpn2I/NotI 3015 
pcoPE32 V: pcoPE  EcoRI/NotI/CIAP 6507 
(PE iCS) F1: pcoPE (PCR) 2858/2857  1286 
 F2: pcoPE (PCR) 2860/2859  1745 
 I1: F1+F2 (O-PCR) 2860/2857 EcoRI/NotI 2989 
pcoPE33 V: pcoPE29  HindIII/Eco91I/CIAP 6814 
(PE Ch iCS) I1: pcoPE30  HindIII/Bsp120I 1077 
  I2: pcoPE32  Bsp120I/Eco91I 2336 
pcoPE41 V: pcoPE18  Asp718I/NheI/CIAP 9482 
(PE GFP) I1: pcoPG4 NeGFP  Asp718I/NheI 791 
pcoPE42 V: pcoPE33  Asp718I/NheI/CIAP 9482 
(PE GFP iCS) I1: pcoPG4 NeGFP  Asp718I/NheI 791 
pciSE Ch V: pciSE   NheI/Eco72I/CIAP 6755 
(SE Ch) I1:pczHFVenv EM238           
    (PCR) 
3004/3005 NheI/BamHI 784 
 I2: pciSE (PCR) 3006/3007 BamHI/Eco72I 199 
pciSE Ch  V: pciSE Ch  SwaI/NotI/CIAP 6182 
AAEA         I1: pciSE Ch (PCR) 3056/3060 SwaI/Cfr42I 276 
(SE Ch iCS) I2: pciSE Ch (PCR) 3061/3059 Cfr42I/NotI 1280 
pciSE AAEA V: pciSE  Eco72I/Bsp120I/CIAP 4232 
(SE iCS) I1: pciSE Ch AAEA  Eco72I/Bsp120I 2780 
 
3.2.2 Bestimmung der zellulären und Partikel-assoziierten 
Proteinexpression sowie der Infektiosität freigesetzter Partikel 
Mit der Herstellung von mCherry-fluoreszierenden foamyviralen Glykoproteinen der 
Spezies PFV und SFVmac war die Zielsetzung verbunden, funktionelle doppelt 
fluoreszierende Viren herzustellen. Ob dies unter Verwendung eines PFV C-Gag-
eGFP-FPs und eines mCh-Env-FPs möglich war, wird im folgenden Abschnitt 
aufgezeigt. Darüber hinaus werden die hergestellten Env Mutanten mit inaktivierter 
SU-TM Spaltstelle (iCS) auf ihre Funktionalität untersucht. 
 
Unmarkierte, einfach oder doppelt fluoreszierende Viren wurden durch PEI-
Transfektion von 293T Zellen  (2.6.3.1) im SFVmac oder expressions-optimierten PFV 
Vektorsystem I mit puc2MD9 (2.7.1) produziert und mit dem Zellkulturüberstand 
gemäß Kapitel 2.7.2 geerntet. Von den transfizierten 293T Zellen wurden Zelllysate 
hergestellt (2.6.4). Die Zellkulturüberstände wurden für die Infektion von HT1080 Zellen 
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verwendet (2.7.3) und zusätzlich mittels Ultrazentrifugation für eine Immunoblot-
Analyse aufgereinigt (2.7.2.4). Die Ergebnisse sind in Abb. 3-7 dargestellt. 
 
Sowohl die PE Ch- als auch die SE Ch-FP (gp130Env-mCh) wurden im Vergleich zum 
entsprechenden unmarkierten Glykoprotein gleichermaßen in transfizierten Zellen 
exprimiert (Abb. 3-7 A). Durch die Fusion des mCherry-Tags war das Molekulargewicht 
des wildtypischen gp130Env auf ca. 160 kDa erhöht (Abb. 3-7 A, Spur 3-4, 7-8, 11-12, 
16-17, 20-21, 24-25).  
 
Abb. 3-7 Analyse der zellulären und Partikel-assoziierten Proteinexpression sowie 
Infektiosität Gag-eGFP und mCh-Env-markierter Partikel. (A-D) Dargestellt ist die repräsentative 
Immunoblot-Analyse der (A) 293T Zelllysate bzw. (B-D) der aufgereinigten Partikel mit mCh-Env-
Fusionsproteinen von PFV (Spur 1-12) und SFVmac (Spur 14-25). Die viralen Proteine wurden mit 
(B) einem PFV Gag-spezifischen Antikörper (α-Gag; Gag936; 1:1000), (A,C) einem Env-LP-
spezifischen Antikörper für PFV (α-LP; LP1-86, 1:200) bzw. SFVmac (α-LP; LP2-96, 1:100) und (D) 
einem PFV Env SU-spezifischen Antikörper (α-SU; P3E10, 1:25) detektiert. (E) Darstellung der 
relativen Infektiosität der geernteten Zellkulturüberstände, berechnet nach FACS-Messung infizierter 
HT1080-Zellen mit PFV Env (Spur 1-12) oder SFVmac Env (Spur 14-25) enthaltenden Viren. Die 
Werte wurden in Bezug auf den Wildtyp (wt; Spur 1 bzw. 14) berechnet, welcher 100% gesetzt 
wurde. Dargestellt sind repräsentative Ergebnisse eines Experimentes, in dem die Mittelwerte und 
Standardabweichungen durch Titration des Zellkulturüberstandes berechnet wurden. Die jeweiligen 
mCh-Env-Fusionskonstrukte wurden zusammen mit Expressionsplasmiden für Pol (PFV, pcoPP; 
SFVmac, pcziPol), RNA (puc2MD9) und Gag (PFV, pcoPG4; SFVmac, pcziGag4), Gag-eGFP (PFV, 
pcoPG4 CeGFP; SFVmac, pGag1-648 CeGFP HH) oder als 3:1-Kotransfektion mit Gag:Gag-eGFP 
transfiziert. Spur: 1, 5, 9: pcoPE; 2, 6, 10: pcoPE iCS; 3, 7, 11: pcoPE Ch; 4, 8, 12: pcoPE Ch iCS; 
14, 18, 22: pciSE; 15, 19, 23: pciSE iCS; 16, 20, 24: pciSE Ch; 17, 21, 25: pciSE Ch iCS. Zellen, die 
ausschließlich mit pcDNA3.1 zeo+ transfiziert waren, wurden gleichermaßen behandelt und als 
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Weder die Expression der mCh-Env-FP noch die Inaktivierung der SU-TM Spaltstelle 
hatten einen Einfluss auf die Zusammensetzung und Freisetzung Kapsid-unmarkierter 
Partikel (Abb. 3-7 B, Spur 1-4, 14-17). Auch bei der Bildung Gag-eGFP-markierter 
Kapside wurden keine Unterschiede zum jeweiligen Env-unmarkierten Wildtyp (PE, 
SE) beobachtet (Abb. 3-7 B, Spur 5-8, 18-21). In allen Partikelpräparationen wurde ein 
annähernd äquimolares Verhältnis von Gag-Vorläuferprotein (p71Gag oder p71Gag-eGFP) 
zu prozessierten p68Gag nachgewiesen (Abb. 3-7 B).  
Die Partikel-assoziierten Env-Spaltprodukte wurden mit einem LP-spezifischen 
Antikörper und für PFV zusätzlich mit einem SU-spezifischen Antikörper 
nachgewiesen. Aufgrund des N-terminal fusionierten mCherry-Tags wurde die 
Hauptform des wildtypischen LPs (gp18LP) bei mCh-Env-FP mit erhöhtem 
Molekulargewicht (gp18LP-mCh) detektiert (Abb. 3-7 C, Spur 3-4, 7-8, 11-12, 16-17, 20-
21, 24-25). Das gp18LP-mCh lag im Vergleich zu Viren, die unmarkiertes Env eingelagert 
haben, mengenmäßig leicht erhöht vor. Wie bereits bei den Gag-mCh-FP beschrieben, 
wurde auch bei den mCh-Env-FP ein zusätzliches Spaltprodukt (ca. 43 kDa, Abb. 3-7 
C) gebildet und in freigesetzte Partikel eingelagert.  
Die fehlende SU-TM Spaltung der PE iCS und PE Ch iCS Fusionsproteine wurde 
durch Verwendung des PFV SU-spezifischen Antikörpers nachgewiesen. Für SFVmac 
Env konnte dieser Nachweis nicht erfolgen, da kein SU-spezifischer Antikörper zur 
Verfügung stand. Da die LP-SU Spaltstelle nicht betroffen ist, wurden alle PFV Env 
SU-TM Fusionsproteine unabhängig von einer mCherry-Fusion auf gleicher Höhe, bei 
ca. 110 kDa, detektiert (Abb. 3-7 D, Spur 2, 4, 6, 8, 10, 12). Alle wildtypischen PFV Env 
enthaltenden Partikelpräparationen enthielten das gp80SU Protein, Zeichen einer 
funktionellen TM Abspaltung von der SU-Domäne (Abb. 3-7 D, Spur 1, 3, 5, 7, 9, 11).  
Es wurde kein Unterschied in der Inkorporation der viralen enzymatischen 
Komponenten zwischen unmarkierten, einfach oder doppelt markierten Partikeln 
beobachtet (Daten nicht dargestellt). 
 
Die Infektiosität einfach markierter Partikel wurde durch Fusion eines mCherry-Tags 
am N-Terminus von PFV oder SFVmac Env kaum beeinflusst (Abb. 3-7 E, Balken 1-2, 
11-12). Im Gegensatz dazu zeigten die PFV bzw. SFVmac Env SU-TM 
Spaltstellenmutanten unabhängig einer mCherry-Fusion eine 1000-fache Reduktion 
der relativen Infektiosität im Vergleich zu den jeweiligen fusionsfähigen Env Proteinen 
(Abb. 3-7 E, Balken 2, 4, 15, 17).  
Im Vergleich zu unmarkierten Virionen war die relative Infektiosität der doppelt 
markierten Viruspartikel mit PFV Gag-eGFP und PFV oder SFVmac mCh-Env um den 
Faktor 10 – 100 reduziert (Abb. 3-7 E, Balken 5, 7, 18, 20). Ähnlich wie in Kapitel 3.1.2 
beschrieben, erhöhte auch hier eine Kotransfektion von unmarkierten Gag mit Gag- 
eGFP (3:1) die Infektiosität der Partikel auf fast Wildtyp- Niveau (PFV, 60 - 80%) bzw. 
40% des Wildtyps (SFVmac) (Abb. 3-7 E, Balken 9, 11, 22, 24).  
 
3.2.3 2D Kolokalisationsanalyse doppelt markierter Foamyviren 
Ziel dieser Analyse war es, den tatsächlichen Anteil doppelt markierter Viren in den 
Partikelpräparationen zu bestimmen, die später für Live-Cell Mikroskopie-
Anwendungen eingesetzt wurden. 
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Dazu wurden Gag-eGFP und mCherry-Env (PFV, SFVmac) markierte Viruspartikel 
durch PEI-Transfektion von 293T Zellen (2.6.3.1) gemäß Kapitel 2.7.1 im PFV oder 
SFVmac Vektorsystem II mit pcoPP2 und pMD11 produziert. Die viralen Partikel 
wurden aus den Zellkulturüberständen geerntet (2.7.2) und nach Kapitel 2.7.2.3 (Tab. 
2-19, Tab. 2-20, SDM) durch Ultrazentrifugation über Sucrose bzw. mit Pierce Protein 
Konzentratoren aufgereinigt. Für die Kolokalisationsanalyse wurden die Viruspartikel 
auf Deckgläschen gegeben und nach Adhärenz einer CLSM-Analyse unterzogen. Die 
Kolokalisation wurde nach Kapitel 2.8.5.2 berechnet. 
 
Da PFV Gag ohne Env nicht aus der Zelle freigesetzt wird, lag der Fokus dieser 
Analyse auf dem Anteil der Gag-eGFP-markierten Partikel, die gleichzeitig auch 
mCherry-Env positiv sind. In Abb. 3-8 A sind exemplarisch gespottete, PFV Gag-eGFP 
(0:1) und PFV mCh-Env enthaltende Viruspartikel dargestellt und die Ergebnisse der 
Kolokalisationsanalyse (Abb. 3-8 B) zusammengefasst. 
Die Kolokalisationsanalyse ergab, dass in allen Partikelpräparationen 93-97% aller 
Gag-eGFP markierten Partikel auch mCherry-Env enthielten. Hingegen waren nur 50% 
aller mCh-Env-markierten Partikel auch positiv für Gag-eGFP (Daten nicht dargestellt). 
Diese Beobachtung bestätigt frühere Ergebnisse, in denen festgestellt wurde, dass 
mCherry fusioniert mit FV Env eine subvirale Partikelfreisetzung verstärkt (Stirnnagel, 
unveröffentlicht). Da diese partikulären Strukturen kein Kapsid besitzen, erklärt dies die 
geringe Kolokalisation von mCherry-Env positiven Signalen mit Gag-eGFP. 
 
    B 
virales 
Hüllprotein 





PE Ch 0:1 UZ 6666 97 ±2 
PE Ch 3:1 Pierce 1476 93 ±6 
PE Ch iCS 3:1 Pierce 542 95 ±4 
SE Ch 3:1 Pierce 944 93 ±6 
Abb. 3-8 2D Kolokalisationsanalyse gespotteter FV Partikel. (A) CLSM-Bilder gespotteter 
PFV Partikel (PE Ch, Gag:Gag-eGFP 0:1). Repräsentativer Ausschnitt einer zufällig gewählten 
„region of interest“ (ROI) zur Berechnung der Kolokalisation doppelt markierter Partikel. mCh, 
mCherry. (B) Übersicht der für die Analyse verwendeten Partikelpräparationen und deren 
berechnete Kolokalisationsrate (% Kolok). % Kolok., gibt den prozentualen Anteil aller Partikel 
wieder, die zusätzlich zum Gag-eGFP auch mCh-Env positive Signale zeigten. Ch, mCherry; iCS, 
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3.3 Bindung von Foamyviren an Wirtszellen 
Ein besonderes Merkmal im foamyviralen Replikationszyklus stellt das extrem breite 
Wirtszellspektrum dar. Bisher konnte noch keine Zelllinie identifiziert werden, die 
resistent gegenüber einer FV Env vermittelten Virusaufnahme ist (Hill et al., 1999; 
Mergia et al., 1996). Diese Besonderheit lässt darauf schließen, dass der bisher immer 
noch unbekannte FV Rezeptor ein sehr ubiquitäres Molekül ist, das evolutionär hoch 
konserviert ist und auf nahezu allen eukaryotischen Plasmamembranen exponiert wird.  
Zelluläre Lipide stellen neben Proteinen und Kohlenhydraten eine der hauptsächlichen 
Komponenten eukaryotischer Membranen dar. Viren nutzen diese Bestandteile als 
initiale Bindungspartner auf ihren Wirtszellen. Beispielsweise sind Lipide bei der VSV-
G (engl. „vesicular stomatitis virus glycoprotein“) vermittelten Aufnahme involviert (Coil 
& Miller, 2004). Da VSV-G ein ähnlich breites Wirtsspektrum vermittelt wie das FV 
Glykoprotein, stellte sich die Frage, ob zelluläre Lipide ebenfalls an der Bindung 
foamyviraler Partikel an die Wirtszelloberfläche beteiligt sind. Verwendet wurden die 
als funktionell charakterisierten Gag-eGFP-markierten PFV Partikel und zwei 
verschiedene Ansätze zur Untersuchung der Lipid-vermittelten PFV Bindung. Zum 
einen wurden die Viren mit extrahierten und auf Deckgläser aufgetragenen 
Wirtszelllipiden inkubiert. Zum anderen wurden aus den extrahierten Lipiden GUVs 
(engl. „giant unilamellar vesicles“) gebildet, an denen die Bindung viraler Partikel 
überprüft wurde. Des Weiteren wurde ein quantitativer FACS-Assay etabliert, mit dem 
die Effizienz der Bindung viraler Partikel an die Zelloberfläche bestimmt werden 
konnte. 
 
3.3.1 Untersuchungen zur Bindung von Foamyviren an zelluläre Lipide 
Für den Lipid-Bindungs-Assay wurden Gag-eGFP fluoreszierende retrovirale Partikel 
durch PEI-Transfektion von 293T Zellen (2.6.3.1) gemäß Kapitel 2.7.1 im PFV 
Vektorsystem II mit pGag1-648 CeGFP HH, pcoPP2 und pMD11 oder im lentiviralen 
Vektorsystem II produziert. Die Zellkulturüberstände wurden geerntet (2.7.2) und die 
viralen Partikel nach Kapitel 2.7.2.3 (Tab. 2-20, Lipid-Bindungs-Assay) aufgereinigt. 
Vor der Analyse wurden zelluläre Lipide nach Kapitel 2.8.1 aus HeLa Zellen extrahiert 
und gemäß Kapitel 2.8.1.1 mit den entsprechenden retroviralen Partikeln inkubiert. Im 
Anschluss an die CLSM-Analyse wurden drei verschiedene Bilder jeder Probe zur 
Berechnung der gebundenen Partikel/mm2 verwendet. 
 
In einem Vorexperiment wurde überprüft, ob die zellulären HeLa Lipidextrakte 
geladene Lipide wie Phosphatidylserin (PS) und hoch polare Glykolipide wie das GM1-
Gangliosid enthielten. Dazu wurden die Lipidextrakte mit fluoreszierenden AnnexinV5-
Cy5 oder dem CtxB-A488 (CtxB, Choleratoxin-Untereinheit B) zusammen mit oder in 
Abwesenheit von zweiwertigen Ionen (Ca2+/Mg2+) inkubiert (Abb. 3-9 D). AnnexinV ist 
ein Protein, dass nur in Anwesenheit von zweiwertigen Ionen an PS bindet. Durch 
Emission des Cy5 im roten Wellenlängenbereich konnte die Bindung von AnnexinV an 
PS und damit die Anwesenheit geladener Lipide in den Extrakten nachgewiesen 




Abb. 3-9 Bindung retroviraler Partikel an zelluläre und synthetische Lipide. (A) CLSM-
Analyse gebundener Gag-eGFP-markierter retroviraler Partikel an zelluläre Lipide (HeLa Lipide) oder 
synthetische Lipide (DOPC, Dihydroxyphenylcholin; DOPS, Mischung aus 30% 
Dihydroxyphenylserin und 70% DOPC). HIV + VSV-G, lentivirale Pseudopartikel mit dem 
Glykoprotein von VSV („vesicular stomatitis virus“). HIV ΔEnv, lentivirale VLPs („virus-like particles“). 
PFV, Viruspartikel vom Prototyp Foamyvirus. Maßstab: 5 µm. (B) Der Anteil gebundener 
Partikel/mm2 wurde durch automatisierte Bild-Analyse berechnet (Durchschnitt aus drei zufällig 
gewählten Flächen definierter Größe und drei Bild-Abfolgen je Ausschnitt). (C) Mit DiD-C18 gefärbte 
GUVs (roter Kanal) wurden mit PFV Gag-eGFP-markierten Partikeln (grauer Kanal) inkubiert. 
Dargestellt sind zwei repräsentative Bilder des gleichen GUVs zu verschiedenen Zeitpunkten (0s, 
8s). Maßstab: 5 µm. (D) Nachweis geladener Lipide und hoch polarer Glykolipide in den HeLa-Lipid-
Extrakten. Die extrahierten Lipide wurden mit AnnexinV (AnnV-Cy5) oder Choleratoxin-UntereinheitB 
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im grünen Wellenlängenbereich detektiert, wodurch ein Anteil an hoch polaren 
Glykolipiden nachgewiesen werden konnte (Abb. 3-9 D).  
Basierend auf diesen Ergebnissen wurden für das Hauptexperiment HIV-VSV-G 
Pseudopartikel als Positivkontrolle verwendet, da VSV-G an PS bindet (Coil & Miller, 
2004). Als Negativkontrolle wurden HIV VLPs (engl. „virus-like particles“, HIV ∆Env) 
verwendet, weil diese keine viralen Glykoproteine in ihrer Hüllmembran eingebaut 
haben und deshalb nicht Env-vermittelt an zelluläre Membranen binden. Zusätzlich zu 
den extrahierten HeLa-Lipiden wurden die drei Viruspräparation auch mit 
synthetischen Lipiden (DOPS, Dihydroxyphenylserin; DOPC, Dihydroxyphenylcholin) 
inkubiert (Abb. 3-9 A, B).  
Die Bindung von Gag-eGFP-markierten HIV-VSV-G Pseudopartikeln wurde an den 
extrahierten Lipiden, die PS enthalten, und etwas schwächer an das synthetische 
DOPS (Mischung aus 30% DOPS und 70% DOPC), jedoch nicht an reines DOPC 
beobachtet (Abb. 3-9 A, B). Im Gegenteil dazu zeigten die HIV VLPs (mittlere Säule) 
und reine PFV Partikel (rechte Säule) keine oder nur eine minimale Bindungsfähigkeit 
an die drei aufgetragenen Lipide bzw. Lipidgemische (Abb. 3-9 A, B). 
 
3.3.2 Untersuchungen zur Bindung von Foamyviren an GUVs 
Zur Herstellung der GUVs wurden zelluläre Lipide nach Kapitel 2.8.1 aus HeLa Zellen 
extrahiert und nach Kapitel 2.8.1.2 aufbereitet, sowie anschließend mit DiD-C18 
inkubiert. Die Gag-eGFP fluoreszierenden retroviralen Partikel wurden durch PEI-
Transfektion von 293T Zellen (2.6.3.1) im PFV Vektorsystem II (2.7.1) mit pGag1-648 
CeGFP HH, pcoPP2 und pMD11 oder im lentiviralen Vektorsystem II produziert. Der 
Zellkulturüberstand wurde geerntet (2.7.2) und die viralen Partikel nach Kapitel 2.7.2.3 
(Tab. 2-20, Lipid-Bindungs-Assay) aufgereinigt. Vor der CLSM-Analyse wurden die 
GUVs mit den fluoreszierenden Partikeln für 30 min inkubiert und aller 8s ein Bild 
aufgenommen.  
 
Die CLSM-Analyse ergab, dass die Gag-eGFP-markierten PFV Partikel nicht an die 
GUVs binden konnten (Abb. 3-9 C). Die fluoreszierenden PFV Partikel waren lediglich 
in der Flüssigkeit um die GUVs herum als diffundierende Bestandteile detektierbar. Die 
Positivkontrolle mit HIV-VSV-G Pseudopartikeln zeigte im Gegensatz dazu eine 
eindeutige Bindung an die GUVs (Daten nicht dargestellt). 
 
Mit diesen zwei Ansätzen konnte gezeigt werden, dass weder ausgewählte 
synthetische Lipide, noch zelluläre Lipidextrakte, die mit der angewandten Methode 
isoliert werden konnten, einen Beitrag zur foamyviralen Partikel-Bindung leisten. 
 
3.3.3 Methoden zum Nachweis der Bindung autofluoreszierender Viren 
an Wirtszellen 
Die Bindung autofluoreszierender Viren an Wirtszellen wurde zum einen durch eine 
CLSM-Analyse visualisiert und zum anderen mit einem sensitiveren und 
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quantitativeren Ansatz, der Durchflusszytometrie, gemessen. Für die zweite Methode 
wurden zur Etablierung des FACS-Bindungs-Assays verschiedene Kontrollexperimente 
durchgeführt, mit denen gezeigt werden sollte, dass eine spezifische Bindung viraler 
Partikel an Wirtszellen gemessen wird. Spezifische Bindungen erfolgen 
Konzentrations-abhängig und können kompetitiv gehemmt werden. 
 
Für die Analysen wurden Gag-eGFP-markierte PFV Partikel durch PEI-Transfektion 
von 293T Zellen (2.6.3.1) gemäß Kapitel 2.7.1 im PFV Vektorsystem I mit pGag1-648 
CeGFP HH oder p6iPGM3-CeGFP und pMD11 produziert. Die Zellkulturüberstände 
wurden geerntet (2.7.2) und nach Kapitel 2.7.2.3 (Tab. 2-20, FACS- bzw. CLSM-
Bindungs-Assay) für die Analyse aufgereinigt. Danach wurden die HeLa Zellen mit den 
Viren inkubiert und entweder für die CLSM-Analyse (2.8.4.4) oder für die FACS-
Analyse vorbereitet (2.7.4). 
 
Die Gag-eGFP-markierten PFV Partikel (PG-eGFP + Env) banden sehr effizient an die 
Zelloberfläche der HeLa Zellen (Abb. 3-10 A). Da die Partikelfreisetzung bei FV 
abhängig von Env ist, war es nicht möglich FV VLPs mit wildtypischem Gag 
herzustellen und als Negativkontrolle für die Bindungsspezifität zu verwenden. 
Deswegen wurde eine PFV Gag-Mutante (PGM3 CeGFP) verwendet, die zusätzlich 
zum eGFP ein Membranlokalisationssignal enthält, wodurch eine Env-unabhängige 
Knospung von Partikeln (FV VLPs) vermittelt wird. Ähnliche PFV Gag-Mutanten 
wurden bereits in Eastman & Linial und Zhadina et al. beschrieben (Eastman & Linial, 
2001; Zhadina et al., 2007). Für freigesetzte Glykoprotein-haltige Partikel dieser 
Mutante (PGM3-eGFP + Env) konnte eine starke Bindung an HeLa Zellen 
nachgewiesen werden. Hingegen zeigten PFV VLPs (PGM3 ∆Env), die ohne 
Koexpression von PFV Env hergestellt wurden, nur eine schwache Bindung (Abb. 3-10 
A). Unter Verwendung des PGM3-Systms war es hiermit möglich eine spezifische PFV 
Glykoprotein-vermittelte Bindung an Wirtszellen zu zeigen.  
 
Deswegen wurden sowohl wildtypische Viruspartikel als auch PGM3-abgeleitete 
Partikel für den FACS-Bindungs-Assay verwendet. HeLa Zellen, die wildtypische C-
Gag-eGFP-markierte Viren gebunden hatten, führten zu einer deutlichen Verschiebung 
der eGFP-Fluoreszenzintensität im Vergleich zu unbehandelten Zellen (mock) (Abb. 
3-10 B). Auch Zellen, die Gag-eGFP-markierte PGM3-Partikel mit Env gebunden 
hatten, zeigten eine deutliche Erhöhung der Fluoreszenzintensität im Vergleich zur 
Negativkontrolle (mock). Es wurde auch eine Bindung der PGM3-Partikel ohne Env an 
Zielzellen beobachtet. Diese war jedoch weniger effizient als die Bindung der 
korrespondierenden Partikel mit Env (Abb. 3-10 C). Dennoch verdeutlicht dies, dass 
PFV VLPs ähnlich den lentiviralen VLPs eine Env-unabhängige Komponente besitzen, 
die eine Bindung an Zielzellen ermöglicht (Lampe et al., 2007). 
Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung wildtypischer Gag-eGFP-markierter 
Partikel an Zielzellen konzentrationsabhängig ist und zusätzlich durch unmarkierte 





Abb. 3-10 Übersicht der Methoden zur Messung der Gag-eGFP fluoreszierenden PFV 
Partikel-Bindung an Wirtszellen. (A) CLSM-Analyse. Nach der Bindung Gag-eGFP-markierter PFV 
Partikel (grauer Kanal) wurden die Zellkerne mit DAPI (blauer Kanal) gefärbt. DIC, Differential-
Interferenz-Kontrast. (B-E) FACS-Bindungs-Assay. HeLa Zellen wurden mit Gag-eGFP-markierten 
Viren inkubiert und anschließend eine FACS-Messung durchgeführt. Dargestellt sind die 
Histogramm-Daten der Bindung (B) wildtypischer PFV Partikel (PG-eGFP) oder (C) der PGM3-
eGFP-markierten Partikel, die entweder PFV Env enthalten (+Env) oder nicht (∆Env). (D) Darstellung 
der Konzentrations-abhängigen Bindung PG-eGFP-markierter Viren an HeLa Zellen. (E) Kompetition 
der Bindung PG-eGFP-markierter Partikel (eGFP Virus) durch Vorinkubation mit unmarkierten PFV 
Partikeln (wt Virus) in verschiedenen Konzentrationen. mock: HeLa Zellen, die anstelle einer 
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3.4 Analyse des PFV Wirtszellspektrums 
Frühere Versuche eine Zelllinie zu identifizieren, die resistent gegenüber einer FV Env-
vermittelten Infektion ist, waren erfolglos (Hill et al., 1999; Mergia et al., 1996). 
Deswegen wurden im Rahmen dieser Arbeit diese Untersuchungen ausgeweitet und 
bisher nicht analysierte Zelllinien auf ihre Suszeptibilität gegenüber einer foamyviralen 
Infektion untersucht. Dazu wurden die verschiedenen Zelllinien mit reinen PFV 
Partikeln oder lentiviralen Pseudotypen mit entweder VSV-G oder einer PFV Env-
Mutante (PEmut, PE01) inkubiert (Stirnnagel et al., 2010). Nur die PFV Env-Mutante, 
nicht jedoch das wildtypische PFV Env, ist in der Lage lentivirale Kapside effizient zu 
pseudotypisieren. 
 
3.4.1 Bestimmung der viralen Titer  
Ob die ausgewählten Zelllinien mit PFV infiziert werden konnten, wurde nach Infektion 
der Zellen (2.7.3) mit Hilfe einer FACS-Messung und anschließender Bestimmung der 
viralen Titer (2.6.5) untersucht. Die viralen Partikel wurden durch PEI-Transfektion 
(2.6.3.1) im expressions-optimierten PFV Vektorsystem I mit puc2MD9Ubi oder dem 
lentiviralen Vektorsystem I hergestellt (2.7.1). Der Zellkulturüberstand wurde geerntet 
(2.7.2) und nach Kapitel 2.7.2.1 entweder direkt verwendet oder zur Infektion 
bestimmter Zelllinien aufkonzentriert. Für die Infektion von Suspensionszellen wurde 
zusätzlich eine „Spinoculation“ durchgeführt, bei der die Proben während der 
Inkubation der Viren mit den Zellen zentrifugiert wurden (2.7.3). 
 
Die Analyse der adhärenten Zellen ergab, dass alle Zelllinien mit HIV-VSV-G 
pseudotypisierten Partikeln infiziert werden konnten. Allerdings wurde in allen 
Zebrafisch-abgeleiteten Zelllinien (Pac2, AB9, ZF4) kein Gentransfer bei Verwendung 
reiner PFV oder HIV-PEmut pseudotypisierter Partikel nachgewiesen (Abb. 3-11 A). 
Damit wurden die ersten Zelllinien entdeckt, die nicht PFV Glykoprotein-vermittelt 
infiziert werden konnten.  
Weitere interessante Ergebnisse lieferte die Analyse der Proteoglykan-Synthese-
defizienten Zelllinie Sog9. Im Vergleich zu der parentalen Zelllinie MouseL zeigte sich 
eine zwei- bis dreifach höhere Infektiosität für HIV-VSV-G Pseudotypen, wohingegen 
die PFV bzw. HIV-PEmut Pseudopartikel eine zehnfache Reduktion des viralen Titers 
aufwiesen (Abb. 3-11 A). Diese Befunde deuten darauf hin, dass Proteoglykane nicht 
essentiell für die PFV Suszeptibilität der Wirtszellen sind, aber dennoch deutlich zur 
Effizienz einer PFV Env vermittelten Infektion beitragen. Auch unter den Vertretern der 
Suspensions-Zelllinien wurde eine nicht permissive Zelllinie entdeckt. Ähnlich den 
adhärenten Zellen wurde in den humanen Erythrozyten-Vorläuferzellen G1E-ER4 ein 
Reportergentransfer mit HIV-VSV-G Pseudotypen, jedoch nicht mit PFV Env tragenden 
Partikeln beobachtet (Abb. 3-11 B). Im Vergleich dazu zeigten die Raji und Jurkat 
Zellen eine Suszeptibilität für alle drei retroviralen Partikel (Abb. 3-11 B). Auch durch 
„Spinoculation“ (spin), die eine Erhöhung der viralen Titer der permissiven Zelllinien 
bewirkte, konnte keine erfolgreiche Infektion mit PFV Viruspartikeln oder HIV-PEmut 




Abb. 3-11 Analyse des PFV Wirtszellspektrums. (A, B) Infektionsanalyse. Übersicht der 
erhaltenen viralen Titer nach FACS-Messung in (A) adhärenten oder (B) Suspensions-Zelllinien. 
mock, mit Zellkulturmedium inkubierte Zellen; PFV, PFV Gag + PFV Env wt; HIV-PEmut, HIV Gag 
pseudotypisiert mit PFV Env-Mutante (pcoPE01); HIV-VSV-G, HIV Gag pseudotypisiert mit  VSV-G. 
(C, D) FACS-Bindungs-Assay. Ergebnisse der FACS-Messung, dargestellt als durchschnittliche 
(mean) eGFP Fluoreszenz der untersuchten (C) adhärenten oder (D) Suspensions-Zellen nach 
Inkubation mit fluoreszierenden Partikeln. mock, PBS inkubiert; PFV, PFV Gag-eGFP + PFV Env wt; 
PFV PGM3 ∆Env, PFV GagM3-eGFP ohne Env; PFV PGM3-PE, PFV GagM3-eGFP + PFV Env wt; 
HIV ∆Env, HIV Gag-eGFP ohne Env; HIV-PEmut, HIV Gag-eGFP pseudotypisiert mit PFV Env-
Mutante (pczPE01), HIV-VSV-G, HIV Gag-eGFP pseudotypisiert mit VSV-G. 
 
 
3.4.2 Analyse der Bindungsfähigkeit Gag-eGFP-markierter Partikel an 
nicht permissive Zellen 
Nach der Identifizierung von vier Zelllinien, die nicht PFV Env-vermittelt infiziert werden 
konnten, stellt sich die Frage, ob diesen Zellen Komponenten fehlen, die eine 
Virusbindung vermitteln. Deshalb wurden Pac2 und G1E-ER4 Zellen zusammen mit 




Partikel an die Wirtszelloberfläche zu überprüfen. Dafür wurde der bereits 
beschriebene FACS-Bindungs-Assay angewendet. 
 
Für die Analysen wurden Gag-eGFP-markierte Partikel durch PEI-Transfektion von 
293T Zellen (2.6.3.1) gemäß Kapitel 2.7.1 im PFV Vektorsystem I mit pGag1-648 
CeGFP HH oder p6iPGM3-CeGFP und pMD11 produziert. Für die HIV-Pseudotypen 
wurde das lentivirale Vektorsystem II (2.7.1) verwendet. Die Zellkulturüberstände 
wurden geerntet (2.7.2) und nach Kapitel 2.7.2.3 (Tab. 2-20, FACS-Bindungs-Assay) 
für die Analyse aufgereinigt. Danach wurden die Zellen mit den Viren für 30 min 
inkubiert. Bei Suspensionszellen wurden die Proben zusätzlich während des 
Inkubationsschrittes zentrifugiert („Spinoculation“) (2.7.3.) Im Anschluss wurden die 
Proben für die FACS-Analyse vorbereitet (2.7.4). 
 
In Übereinstimmung mit der Titerbestimmung zeigten die meisten Zelllinien eine 
deutliche Bindung der HIV-VSV-G Pseudopartikel im Vergleich zu HIV ∆Env Partikeln 
(Abb. 3-11 C, D). Wie bereits in Abschnitt 3.3.3 beschrieben, wurde auch in dem 
FACS-Bindungs-Assay eine Bindung der HIV VLPs und der PFV VLPs (PFV PGM3 
∆Env) an die Zelloberfläche aller analysierten Zelllinien beobachtet. Die 
entsprechenden PFV Env-haltigen VLPs wurden jedoch stets stärker gebunden als 
reine VLPs, und verdeutlichen damit die PFV Env-spezifische Bindung retroviraler 
Partikel an die Wirtszelloberfläche aller analysierten Zellen. 
Die Bindung PFV Env-tragender retroviraler Partikel an Sog9 Zellen war deutlich 
reduziert im Vergleich zu den parentalen MouseL Zellen (Abb. 3-11 C). Im Gegensatz 
dazu erfolgte die Bindung von HIV-VSV-G Pseudopartikeln an Sog9 und MouseL 
Zellen gleichermaßen effizient. Diese Ergebnisse korrelierten sehr gut mit dem 
reduziertem viralen Titer, der für PFV Env tragende Partikel jedoch nicht für HIV-VSV-
G Pseudopartikel in den Proteoglykan-defizienten Sog9 Zellen beobachtet wurde (Abb. 
3-11 A). 
Beide Zelllinien (Pac2, G1E-ER4), die nicht PFV Env-vermittelt infiziert werden 
konnten, zeigten eine Bindung PFV Env tragender Partikel. Bei G1E-ER4 Zellen wurde 
dies jedoch erst durch Anwendung der „Spinoculation“ deutlich erkennbar (Abb. 3-11 
C, D). 
 
3.5 Aufnahme, Transport und Degradierung von 
Foamyviren in Wirtszellen 
Die frühen foamyviralen Replikationsschritte sind nur unzureichend erforscht. Erste 
Einblicke wurden 1997 durch eine Publikation von Saib et al. erhalten (Saib et al., 
1997). In dieser Studie wurden infizierte Zellen zu bestimmten Zeitpunkten fixiert und 
das Vorkommen viraler Proteine durch eine Detektion mit spezifischen Antikörpern in 
einer CLSM-Analyse untersucht. Mit diesen Ansätzen konnten jedoch nur sehr 
statische Einblicke erhalten werden. Die Live-Cell Mikroskopie bietet hier die 
Möglichkeit die dynamischen Prozesse der Virus-Aufnahme sowie den intrazellulären 
Transport der Viren sehr genau zu untersuchen. Durch die in dieser Arbeit 
hergestellten autofluoreszierenden Viren kann eine Infektion mit Foamyviren erstmalig 
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in lebenden Zellen mit modernen Mikroskopieverfahren wie der Widefield Live-Cell 
Mikroskopie verfolgt werden. Im anschließenden Kapitel werden diese frühen Schritte 
von SFVmac und PFV Env enthaltenden Viren zum ersten Mal charakterisiert. Im 
weiteren Verlauf werden zusätzlich ausgewählte zelluläre Markerproteine verwendet, 
um zelluläre Zielstrukturen eintretender Viren identifizieren zu können.  
 
3.5.1 Untersuchungen zur Aufnahme und Transportwegen von 
fluoreszierenden Foamyviren in lebenden Zellen 
Für diese Analysen wurden PFV Gag-eGFP-markierte und entweder PFV oder 
SFVmac mCh-Env enthaltende Partikel verwendet. Die Experimente wurden jeweils 
vergleichend zwischen wildtypischen Env (wt) und nicht-fusogenen Env (SU-TM 
Spaltstellenmutanten, iCS) durchgeführt. Die Partikel wurden durch PEI-Transfektion 
von 293T Zellen (2.6.3.1) gemäß Kapitel 2.7.1 im SFVmac oder expressions-
optimierten PFV Vektorsystem II mit pcoPP2 und pMD11 produziert. Die 
Zellkulturüberstände wurden geerntet (2.7.2) und nach Kapitel 2.7.2.3 (Tab. 2-20, 
WLCM) für die Analyse aufgereinigt. HeLa Zellen werden nach Kapitel 2.8.6 in IBIDI µ-
slides eingesät und mit den Viren inkubiert. Anschließend wurden die Virus-beladenen 
Zellen über einen Zeitraum von 24h mit der WLCM analysiert, wobei ein z-stack mit 
zehn bis zwölf Zellebenen aller 15 min aufgenommen wurde. Die Ergebnisse sind in 
Abb. 3-12 dargestellt. Die dazugehörigen Filme (Film F1, F2) können der beiliegenden 
CD entnommen werden.  
 
Zu Beginn der WLCM-Analyse waren alle wildtypischen Viren an der Zelloberfläche 
gebunden (Abb. 3-12 A, 0h; siehe Film F1). Dadurch erschien in der z-Projektion die 
gesamte Zelle beladen mit doppelt markierten Viren. Während der ersten Stunde 
wurden fast alle Viren in die Zelle aufgenommen, so dass nur wenige noch an der PM 
gebundene Viruspartikel beobachtet werden konnten (Abb. 3-12 A, 1h). Im Verlauf von 
0 – 2h akkumulierten doppelt markierte Viren perinukleär im Zellzentrum. Nach 4h 
waren fast alle peripheren Gag-eGFP Signale verschwunden und zeigten eine starke 
Akkumulation einfach markierter, vermutlich nackter Kapside nahe des Zellkerns (Abb. 
3-12 A, 4h). Das Auftreten freier Kapside deutet darauf hin, dass Fusionsereignisse 
stattgefunden haben, die zur Trennung des Kapsids von der mCh-Env-markierten 
Hüllmembran geführt haben. Die perinukleäre Akkumulation der Kapside trat entweder 
als einzelner Punkt oder als Duplet in Erscheinung (Abb. 3-12 B). Diese Beobachtung 
und die Kenntnis darüber, dass foamyvirale Kapside Mikrotubuli-abhängig zum MTOC 
transportiert werden ließen die Schlussfolgerung zu, dass die nackten Kapside am 
Zentrosom vorlagen. Das Zentrosom besteht in eukaryotischen Zellen aus einem 
Zentriolenpaar, wodurch möglicherweise in einigen Zellen das Auftreten von Duplets 
zu erklären ist. Des Weiteren kann das Duplet-Erscheinungsbild auch mit der 
Duplikation des Zentrosoms begründet werden. Die Kapside lagen solange am MTOC 
vor bis eine Zellteilung eintrat. Im Zuge der Mitose wurde beobachtet, dass Gag-eGFP 
an die Chromosomen gebunden wurde und nach Zellteilung beide Tochterzellen Gag-




Abb. 3-12 Widefield Live-Cell Analyse der Aufnahme fluoreszierender wildtypischer PFV 
Partikel. (A) Darstellung der Gag-eGFP und mCh-Env (wt) Verteilung in einer infizierten HeLa-Zelle 
zu ausgewählten Zeitpunkten (0, 1, 4, 12, 24h nach Bindung). Die zehn aufgenommenen Ebenen 
wurden als z-Projektion abgebildet. Siehe Film F1 (CD) (B) Die drei dargestellten Bilder zeigen die 
verschiedenen Varianten (ein oder zwei Aggregate) der zu beobachtenden Kapsid-Akkumulation am 
vermutlichen MTOC. Eine der vier infizierten Zellen zeigt diese Anhäufung nicht. Maßstab: 10 µm. 
MTOC, „microtubule organizing center“; DIC, Differential-Interferenz-Kontrast; mCh, mCherry. 
merge, Überlagerung des mCh- und eGFP-Kanals. 
 
Das wildtypische mCh-Env Signal wurde in infizierten Zellen bis zu 24h pb (engl. „post 
binding“) detektiert (Abb. 3-12 A). Es wurde in allen Bereichen der Zelle als punktuelles 
Verteilungsmuster mit starker Anhäufung am vermeintlichen Golgi beobachtet.  
 
Die Aufnahme und der initiale Transport nicht-fusogener Viren mit inaktivierter Env SU-
TM Spaltstelle (iCS) war dem Wildtyp sehr ähnlich. So wurden diese doppelt 
markierten Viren nach Bindung an der PM aufgenommen und auch zum Zellzentrum 
transportiert (Abb. 3-13, 0 – 4h; siehe Film F2). Damit konnte gezeigt werden, dass 




















Abb. 3-13 Widefield Live-Cell Analyse der Aufnahme fluoreszierender nicht-fusogener PFV 
Partikel. Darstellung der Gag-eGFP und mCh-Env (iCS, SU-TM Spaltstellenmutante) Verteilung in 
einer infizierten HeLa Zelle zu ausgewählten Zeitpunkten (0, 1, 4, 12, 24h nach Bindung). Die zwölf 
aufgenommenen Ebenen wurden als z-Projektion abgebildet. Siehe Film F2 (CD). DIC, Differential-
Interferenz-Kontrast; mCh, mCherry. merge, Überlagerung des mCh- und eGFP-Kanals. 
 
und die Viren möglicherweise durch Endozytose aufgenommen wurden. Die doppelt 
markierten Viruspartikel akkumulierten ebenfalls perinukleär (Abb. 3-13, 1h). Im 
Unterschied zum Wildtyp wurde keine Syncytia-Bildung benachbarter Zellen, keine 
eGFP-markierte Kapsid-Anhäufung am MTOC und keine Gag-Bindung an Wirtszell-
Chromosomen während der Zellteilung beobachtet. Abgesehen von selten detektierten 
einfach eGFP-markierten Signalen in diesen Zellen, deuten die drei beschriebenen 
Beobachtungen darauf hin, dass keine Fusionsereignisse zur Freisetzung der Kapside 
stattgefunden haben. Im Unterschied zum Wildtyp wurde bei den nicht-fusogenen 
Viren eine schnelle Abnahme der Gag-eGFP Signale innerhalb von 2 bis 4h nach 
Bindung detektiert. Nach 6h wurden keine Gag-eGFP Signale mehr gemessen. Diese 
Beobachtung deutet auf eine schnelle Degradierung der Viren in möglicherweise 
lysosomalen Kompartimenten hin.  
In der Präsenz und Verteilung der mCh-Env Signale wurden keine Unterschiede zum 
Wildtyp beobachtet (Abb. 3-13).  
 
Die Aufnahme und der Transport von SFVmac mCh-Env und Gag-eGFP enthaltenden 
Partikeln zeigte - sowohl mit dem wildtypischen als auch dem nicht-fusogenen 
Glykoprotein - die gleichen Charakteristika wie bereits für die PFV Partikel beschrieben 
 
















(Daten nicht dargestellt). Einziger Unterschied in SFVmac infizierten Zellen im 
Vergleich zu PFV war das Ausbleiben einer Syncytia Bildung benachbarter Zellen. 
 
3.5.2 Analyse der Degradierung viraler Proteine in infizierten Zellen 
Im vorhergehenden Abschnitt konnte gezeigt werden, dass bei der Infektion einer 
Wirtszelle mit nicht-fusogenen Viren scheinbar keine Kapsidfreisetzung erfolgt. 
Darüber hinaus lieferte die Fluoreszenz-Mikroskopie Hinweise darauf, dass 6h nach 
Infektion nur das eGFP-Kapsidsignal nicht jedoch das mCh-Glykoproteinsignal der 
nicht-fusogenen Viren verschwunden war. Mögliche Erklärungen dieses Phänomens 
sind ein selektiver Abbau der Kapside nicht aber der Glykoproteine, oder ein 
„Quenchen“ des eGFP Signals in Endosomen, da eGFP ein pH sensitives AFP ist 
(Shaner et al., 2005). Um Informationen über den tatsächlichen Verbleib viraler 
Proteine in infizierten Zellen zu erhalten, wurden zwei verschiedene Ansätze verfolgt.  
Zum einen wurden die AFPs der PFV Gag und PFV Env Proteine reziprok getauscht, 
so dass ein Gag-mCh und ein eGFP-Env Fusionsprotein entstand. Die Aufnahme und 
Transportwege dieser autofluoreszierenden Viren wurde ebenfalls mittels Live-Cell 
Mikroskopie untersucht. Zum anderen wurden infizierte Zellen beider 
Partikelpräparationen (Gag-eGFP/mCh-Env oder Gag-mCh/eGFP-Env) zu bestimmten 
Zeitpunkten lysiert und mit einer Immunoblot-Analyse das Vorkommen viraler Proteine 
bestimmt. In beiden Ansätzen wurden wildtypische und nicht-fusogene Viren 
vergleichend analysiert. 
 
Für die WLCM wurden die Viren wie unter Kapitel 3.5.1 beschrieben hergestellt und für 
die Infektion von HeLa Zellen eingesetzt.  
 
In der WLCM-Analyse wurde beobachtet, dass eintretende doppelt markierte PFV 
Partikel mit Gag-mCh ähnlich den Gag-eGFP Partikeln zum Zellzentrum transportiert 
werden (Abb. 3-14 A). Im Gegensatz zum Gag-eGFP Signal wurde bei Verwendung 
der wildtypischen Viren 4h nach Virusaufnahme keine ausschließliche Akkumulation 
des Gag-mCh Signals am MTOC beobachtet. Zusätzlich zeigte sich auch keine 
Abnahme des Gag-mCh Signals in Zellen, die mit nicht-fusogenen Viren infiziert 
wurden. Das Gag-mCh Signal blieb bei beiden Arten von Viren über 24h in den Zellen 
nachweisbar. 
Auch bezüglich der Env Verteilung wurden Unterschiede festgestellt. Im Gegensatz zu 
mCh-Env-markierten Viren wurde innerhalb der ersten vier Stunden eine schnelle 
Abnahme des eGFP-Env Signals, sowohl mit wildtypischen als auch mit nicht-
fusogenen Viren, beobachtet (Abb. 3-14 B). 
Anhand dieser Analyse wurde ersichtlich, dass sich die gewonnenen Daten zur 
Aufnahme und zum Transport von Foamyviren je nach Protein-Tag der viralen Gag- 
und Env-Fusionsproteine unterschieden. Vor allem das bis zu 24h nachweisbare 
mCherry-Signal, sowohl bei Gag- als auch bei Env-Fusionsproteinen, konnte zunächst 
nicht erklärt werden. Um Klarheit über den Verbleib viraler Strukturproteine in 
infizierten Zellen zu gewinnen, wurde ein weiterer Assay auf proteinbiochemischer 




Abb. 3-14 Analyse der Proteindegradierung AFP-markierter PFV Proteine in infizierten 
Zellen. Es wurden Viruspartikel mit wildtypischen Env (Wildtyp) oder nicht-fusogenen Env (iCS, SU-
TM Spaltstellenmutante) verwendet. (A-B) Widefield Live-Cell Analyse. Darstellung infizierter HeLa 
Zellen zu ausgewählten Zeitpunkten (0, 1, 6, 12h pb, „post binding“). Abgebildet sind jeweils 
repräsentative Bilder verschiedener Zellen, die mit (A) Gag-eGFP oder Gag-mCh oder (B) Env-eGFP 
oder Env-mCh enthaltenden Viren infiziert wurden. Die aufgenommenen Zellebenen wurden als z-
Projektion abgebildet. DIC, Differential-Interferenz-Kontrast; mCh, mCherry. (C-D) Immunoblot-
Analyse infizierter HeLa Zellen, die mit (C) Gag-eGFP-/mCh-Env- (Wildtyp bzw. iCS) oder (D) Gag-
mCh-/eGFP-Env- (Wildtyp bzw. iCS) doppelt markierten Viruspartikeln inkubiert wurden. Die Zellen 
wurden nach Inkubation zu verschiedenen Zeitpunkten (0-24h pb) lysiert und für die Immunoblot-
Analyse aufbereitet. Für die Detektion der viralen Gag Proteine wurde ein Gag-spezifischer 
Antikörper (α-Gag936, 1:1000) verwendet. Für das eGFP- oder mCherry-markierte Env LP wurde 
entweder ein eGFP-spezifischer Antikörper (α-eGFP, 1:1000) oder ein mCherry-spezifischer 
Antikörper (α-mCh, 1:500) eingesetzt. Als Ladekontrolle wurden die Blots zusätzlich mit einem 
GAPDH-spezifischen Antikörper (α-GAPDH; 1:50 0000) inkubiert, der gegen das zelluläre Enzym 
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Für die Immunoblot-Analyse wurden virale Partikel durch PEI-Transfektion von 293T 
Zellen (2.6.3.1) gemäß Kapitel 2.7.1 im expressions-optimierten PFV Vektorsystem I 
mit pMD11 produziert. Die Zellkulturüberstände wurden geerntet (2.7.2) und nach 
Kapitel 2.7.2.2 für die Analyse aufkonzentriert. Danach wurden die Zellen mit den Viren 
nach Kapitel 2.7.5 inkubiert und für die Immunoblot-Analyse zu verschiedenen 
Zeitpunkten aufbereitet (2.5.2). 
 
Mit der Immunoblot-Analyse konnte gezeigt werden, dass in infizierten Zellen die Gag-
eGFP bzw. Gag-mCh Proteinlevel der Wildtypviren stetig abnehmen, die Proteine 
jedoch bis zu 24h in den Zelllysaten nachweisbar sind (Abb. 3-14, α-Gag, C, D). 
Dagegen trat in Zellen, die mit nicht-fusogenen Viren inkubiert wurden eine 
Proteindegradierung ab 2h ein, die bis 6h zur vollständigen Degradierung der Gag-
AFP-FP und des jeweiligen Spaltproduktes (p68Gag) führte (Abb. 3-14, α-Gag, C, D).  
Eine starke Abnahme des eGFP-LPs und mCh-LPs wurde in Zellen beobachtet, die mit 
Wildtypviren infiziert wurden. Beide LP-Formen waren 24h pb nur schwach 
nachweisbar (Abb. 3-14, C, α-mCH; D, α-eGFP). Im Gegensatz dazu wurde bei 
Inkubation der Zellen mit nicht-fusogenen Viren bis zu 6h eine vollständige 
Proteindegradierung des LPs festgestellt, ähnlich der Beobachtungen mit Gag (Abb. 
3-14, C, α-mCH; D, α-eGFP). Interessanterweise wurde jedoch noch ein weiteres 
Protein mit dem mCherry-spezifischen Antikörper nachgewiesen. Obwohl nicht erklärt 
werden kann, warum reines mCherry in den Lysaten der Zellen auftrat, die mit mCh-
Env tragenden Viren infiziert wurden, wurde das 29 kDa große mCherry Protein ab 2 h 
pb nachgewiesen (Abb. 3-14, C, α-mCh). Dies wurde sowohl in Lysaten der Zellen 
beobachtet, die mit wildtypischen als auch mit nicht-fusogenen Viren inkubiert wurden. 
Im Gegensatz dazu wurde kein reines eGFP in den Lysaten der Zellen nachgewiesen, 
die mit den eGFP-Env-markierten Viren inkubiert wurden (Abb. 3-14, D, α-eGFP). 
Des Weiteren wurde das Vorkommen des abgespalteten mCherry-Tags in den Lysaten 
der infizierten Zellen nicht nur bei mCh-Env-markierten Viren, sondern auch bei Gag-
mCh-markierten Viren beobachtet (Daten nicht dargestellt). Im Gegensatz dazu wurde 
bei Gag-eGFP-markierten Viren kein freier eGFP-Tag in den Lysaten der infizierten 
Zellen nachgewiesen (Daten nicht dargestellt).  
 
3.5.3 Kolokalisation foamyviraler Kapside mit zellulären 
Kompartimenten in infizierten Zellen 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass eintretende Viren in infizierten Zellen 
perinukleär akkumulierten, wurde überprüft, ob diese Kapside in der Nähe des MTOC 
vorlagen. Weil das PFV Glykoprotein in infizierten Zellen zur Syncytia-Bildung führt und 
für die Analysen Einzelzellen betrachtet werden sollten, wurde das SFVmac 
Glykoprotein verwendet (Picard-Maureau et al., 2003). Des Weiteren wurde 
untersucht, ob nicht-fusogene Viren aufgrund der schnellen Degradierung in 
lysosomalen Kompartimenten vorlagen. 
 
Dafür wurden Gag-eGFP fluoreszierende Viren mit unmarkiertem SFVmac Env 
(Wildtyp oder iCS) durch PEI-Transfektion von 293T Zellen (2.6.3.1) gemäß Kapitel 
2.7.1 im expressions-optimierten PFV Vektorsystem I mit pMD11 produziert. Die 
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Zellkulturüberstände wurden geerntet (2.7.2) und nach Kapitel 2.7.2.3 (Tab. 2-19, 
CLSM) für die Analyse aufkonzentriert. Zur Markierung des MTOC oder der 
Lysosomen wurden HeLa Zellen mittels Fugene mit den Expressionsplasmiden pγ-
Tubulin-DsRed oder pLamp1-RFP transfiziert (2.6.3.3). Die Zellen wurden 48h nach 
Transfektion mit den Viren nach Kapitel 2.8.4.4 inkubiert und für die CLSM-Analyse zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten aufbereitet (2.3.2). 
 
Das MTOC wurde durch Expression des fluoreszierenden γ-Tubulin-DsRed 
Fusionsproteins in den HeLa Zellen markiert. Im Normalfall besitzt eine Zelle ein aus 
zwei Zentriolen bestehendes Zentrosom, das während der Mitose dupliziert wird. In 
den meisten Zellen konnte dieses Zellzyklus-abhängige Erscheinungsbild, als 
einzelner Punkt oder als Duplet beobachtet werden (Abb. 3-15 B). In wenigen Zellen 
war das MTOC als Triplet zu erkennen (Abb. 3-15 C).  
In Übereinstimmung mit den Live-Cell Analysen wurden eintretende Viren bereits 2h 
nach Bindung akkumulierend am MTOC detektiert (Abb. 3-15 D, G). Während die 
Signalstärke der Kapside bei wildtypischen Viren nach 6h gleich blieb oder anstieg, 
wurde unter Verwendung der nicht-fusogenen Viren eine Abnahme der eGFP-Signale 
am MTOC beobachtet (Abb. 3-15 E, H).  
Beide Viren zeigten unabhängig der fusogenen Eigenschaften ihres Glykoproteins eine 
Anhäufung von Kapsiden in der MTOC-Region (Abb. 3-15 C-H). Bei genauer 
Betrachtung stellte sich jedoch heraus, dass nur die Kapside der Wildtypviren direkt 
oder näher am MTOC vorlagen. In Proben der nicht-fusogenen Viren wurden die 
Kapside in einem größeren Radius zum Zentrosom detektiert. Die Berechnung des 
Mander’s Koeffizienten (MK) bestätigte diesen Befund. Für die Analyse der 
Kolokalisation wurde ImageJ und das „JACoP“ (engl. „just another colocalization 
plugin“) Plugin verwendet. Die Bilder wurden so bearbeitet, dass Hintergrundsignale 
entfernt wurden. Danach wurde ein kleiner, das Zentrosom eingrenzender Radius für 
die Berechnung ausgewählt. Der MK ist ein häufig verwendeter Koeffizient, der 
wiedergibt wie gut Pixel zweier unterschiedlicher Kanäle miteinander korrelieren. Ein 
MK von 1 sagt aus, dass eine vollständige Kolokalisation vorliegt. Werden MK-Werte 
von 0, 6 < 1 erreicht, liegt eine bedingte oder partielle Kolokalisation vor. Dieser zweite 
Fall, bei dem die zwei zu vergleichenden Strukturen partiell überlappen, wurde bei den 
wildtypischen Proben nachgewiesen (Abb. 3-15 D, E). 
 
Die Kolokalisationsanalyse mit dem Lysosomen Markerprotein Lamp1-RFP zeigte, 
dass 1h pb gleichermaßen wildtypische als auch nicht-fusogene Viren zu 60 – 66 % 
kolokalisiert mit dem Lamp1-RFP Lysosom-Markerprotein vorlagen (Abb. 3-16 B, D, F). 
Bei den nicht-fusogenen Viren stieg der Anteil Lysosom-assoziierter Kapside nach 4h 
auf 86% an, wobei jedoch keine Kapsidanhäufungen im perinukleären Bereich 
beobachtet wurden (Abb. 3-16 E, F). Im Gegenteil dazu wurden MTOC-assozierte 
Kapside nach 4h in wildtypischen Proben nachgewiesen und ein Anteil von 57% aller 
analysierten Kapsid-Signale lag zu diesem Zeitpunkt in lysosomalen Kompartimenten 






Abb. 3-15 Analyse der PFV Kapsid-Akkumulation am MTOC in infizierten HeLa Zellen. 
Dargestellt ist die CLSM-Analyse transfizierter HeLa Zellen, die 48h nach Transfektion mit γ-Tubulin-
DsRed zusätzlich mit PFV Gag-eGFP und SFVmac Env tragenden Viruspartikeln infiziert wurden. 
(A) Kontrolle. Nicht transfizierte und nicht infizierte Zellen. (B) Kontrolle der MTOC-Marker 
Proteinexpression (roter Kanal). (C-H) Die transfizierten Zellen wurden mit Gag-eGFP-markierten 
Viren (grüner Kanal) mit SFVmac unmarkiertem Env (C-E) Wildtyp oder (F-H) SU-TM 
Spaltstellenmutante inkubiert. Die Proben wurden entweder direkt nach Bindung der Viren (C, F) 
oder nach einer Inkubation bei 37°C für (D, G) 2h bzw. (E, H) 6h fixiert. Zur Abgrenzung des 
Zellkerns wurde eine DAPI-Färbung (blauer Kanal) durchgeführt. Die erhaltenen Bilder wurden durch 
Berechnung des Mander’s Koeffizienten (MK) auf eine Kolokalisation der Kapside mit dem MTOC 
überprüft. Der Mander’s Koeffizient gibt an, ob eine vollständige Kolokalisation (= 1) oder keine 





















































Abb. 3-16 Analyse der Kolokalisation von PFV Kapsiden mit Lysosomen in infizierten HeLa 
Zellen. Dargestellt ist die CLSM-Analyse transfizierter HeLa Zellen, die 48h nach Transfektion mit 
pLamp1-RFP zusätzlich mit PFV Gag-eGFP und SFVmac Env tragenden Viruspartikeln infiziert 
wurden. (A) Kontrolle der Lysosom-Marker Proteinexpression (roter Kanal). (B-E) Die transfizierten 
Zellen wurden zusätzlich mit Gag-eGFP-markierten Viren (grüner Kanal) mit SFVmac unmarkiertem 
Env (B-C) Wildtyp oder (D-E) SU-TM Spaltstellenmutante inkubiert. Die Proben wurden im 
Anschluss der Virusbindung für (B, D) 1h oder (C, E) 4h bei 37°C inkubiert, und anschließend fixiert. 
(F) Die erhaltenen Bilder wurden durch Berechnung des Mander’s Koeffizienten auf eine 
Kolokalisation der Kapside mit Lysosomen überprüft. Der Mander’s Koeffizient gibt an, ob eine 
vollständige Kolokalisation (= 1) oder keine Kolokalisation (= 0) vorliegt. merge, Überlagerung der 
drei Kanäle. zoom, Vergrößerung eines Bildausschnittes. 
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Wildtyp SU-TM Spaltstellenmutante 
1h 4h 1h 4h  
Anzahl Zellen 4 4 8 10 
Anzahl Partikel 63 48 33 26 
Anteil kolokalisierender   
Partikel (in %) 60,6 57,8 66,0 86,7 
Mander‘s Koeffizient 




3.6 Charakterisierung der Aufnahmemechanismen von FV 
Im vorhergehenden Kapitel wurde der zeitliche Verlauf einer FV Infektion in infizierten 
Wirtszellen innerhalb der ersten 24h beschrieben. Anschließend daran sollten nun 
weitere Einblicke in die Aufnahmeprozesse einzelner Viruspartikel gewonnen werden. 
Diese Analysen waren mit der Zielsetzung verbunden, die zur Kapsidfreisetzung 
führenden Fusionsereignisse zwischen viraler und zellulärer Membran genauer zu 
analysieren. Dafür wurde die Spinning Disk Mikroskopie angewendet. Dieses 
Mikroskopieverfahren ermöglicht es mehrere Ebenen einer Zelle in kurzen 
Zeitabständen aufzunehmen. Nur dadurch war es möglich, die dynamischen Prozesse 
der Aufnahme, des Transports und der Fusion einzelner fluoreszierender FV in 
Echtzeit zu untersuchen. Dazu wurden zwei verschiedene Methoden angewandt, die in 
den nächsten zwei Abschnitten vorgestellt werden.  
 
3.6.1 Analyse des zeitlichen Rahmens von Fusionsereignissen in 
infizierten Zellen 
Mit der 3D Kolokalisationsanalyse wurde zuerst bestimmt, zu welchen Zeitpunkten 
nach der Virusbindung an Wirtszellen FV Env-induzierte Fusionsereignisse stattfinden. 
Eine Fusion führt zur Freisetzung des Kapsids in das Zytoplasma der infizierten Zelle. 
Bei Verwendung der Gag-eGFP/mCh-Env (PE Ch, SE Ch) doppelt markierten Viren, 
werden solche Ereignisse dadurch angezeigt, dass sich das eGFP- vom mCherry-
Signal trennt. Dadurch verändert sich der Kolokalisationswert in infizierten Zellen, da 
freie nur eGFP-markierte Kapside in den Zellen vorliegen und weniger doppelt 
markierte Viruspartikel. Finden dagegen keine Fusionen statt, bleibt der 
Kolokalisationswert gleich, weil sich die Anzahl doppelt markierter Viruspartikel nicht 
verändert. 
Als Negativkontrolle wurden Viren mit inaktivierter PFV Env SU-TM Spaltstelle (PE Ch 
iCS) eingesetzt.  
 
Virale Partikel wurden durch PEI-Transfektion von 293T Zellen (2.6.3.1) gemäß Kapitel 
2.7.1 im PFV oder SFVmac Vektorsystem II mit pcoPP2 und pMD11 produziert. Die 
Zellkulturüberstände wurden geerntet (2.7.2) und nach Kapitel 2.7.2.3 (Tab. 2-19, 
SDM) für die Analyse aufgereinigt und aufkonzentriert. Danach wurden HeLa Zellen 
mit den Viren inkubiert und nach Kapitel 2.8.5.3 als z-stack alle 10 min analysiert. Die 
Messungen wurden jeweils 5 min nach Temperaturwechsel zu 37°C gestartet, da diese 
Zeit benötigt wurde, um die „Mikroskop-Settings“ zu wählen und geeignete Zellen 
auszusuchen. Die prozentuale Kolokalisationsrate (KR) des eGFP- und mCherry-
Signals aller Partikel einer Zelle wurde mit einer Software in einzelnen Zellen zu jedem 
Zeitpunkt relativ zum Anteil aller Gag-eGFP-markierten Partikel berechnet (2.8.5.3).  
 
Da der früheste Zeitpunkt, an dem ein z-stack der Zellen aufgenommen werden 
konnte, bei 5 min nach Temperaturwechsel zu 37°C lag, wurden als t0-Zeitpunkt 
jeweils reine Partikelpräparationen verwendet, die nicht an Zellen gebunden wurden. In 
den Zellen, die mit den nicht-fusogenen Viruspartikeln (PE Chi CS) inkubiert wurden, 
wurde keine Abnahme der KR innerhalb des gesamten Analysezeitraums beobachtet.  
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Abb. 3-17 Berechnung der prozentualen Kolokalisationsrate doppelt fluoreszierender FV in 
infizierten HeLa Zellen (verändert nach Dorothee Schupp, 2011). HeLa-Zellen wurden mit Gag-
eGFP und mCh-Env enthaltenden Viren inkubiert und die Kolokalisationsrate zu verschiedenen 
Zeitpunkten berechnet. Für den t0-Zeitpunkt wurde die KR für Partikel berechnet, die zur Adhärenz 
auf Objektträger aufgetragen wurden und nicht wie bei allen anderen Zeitpunkten an Zellen 
gebunden vorlagen. Die Ergebnisse einzelner Zellen wurden in „Binning“-Untergruppen 
zusammengefasst, wodurch die x-Achse in Zeitintervalle von jeweils 10 min unterteilt wurde. PE Ch 
(PFV Env, blau), PE Chi CS (PFV Env SU-TM Spaltstellenmutante, schwarz); SE Ch (SFVmac Env, 
rosa). 
 
Die KR der PE Ch iCS Virionen lag über einen Zeitraum von 90 min bei 96 ±2% (Abb. 
3-17, schwarze Linie). Damit konnte die mangelnde Env-Fusionsaktivität der PE Ch 
iCS Viruspartikel bestätigt werden. Gleichzeitig diente diese Probe als Negativkontrolle 
für die wildtypischen Viren, bei denen Fusionsereignisse erwartet wurden.  
Im Vergleich dazu wurde eine Abnahme der KR bei den wildtypischen PE Ch und SE 
Ch Viruspartikeln beobachtet. So lagen bereits 5 min nach Temperaturwechsel zu 
37°C nur noch 80% kolokalisierende PE Ch Partikel vor (Abb. 3-17, blaue Linie). Dies 
deutet darauf hin, dass bei PFV Env-enthaltenden Viren bereits innerhalb der ersten 5 
min viele Fusionen statt gefunden haben. Im weiteren Verlauf, von 5 bis 25 min, sank 
die KR zunächst weiter auf 76% ab, stieg jedoch im Zeitraum von 25 bis 45 min wieder 
auf über 80% an. Mögliche Ursachen dafür werden im Kapitel 4 diskutiert.  
Im Gegensatz zu den PE Ch Partikeln wurde bei den SE Ch Partikeln kein starker 
Abfall der KR innerhalb der ersten 5 min beobachtet, was darauf schließen lässt, das 
insgesamt weniger Fusionsereignisse stattgefunden haben (Abb. 3-17, rosa Linie). Die 
KR blieb zunächst innerhalb der ersten 15 min bei 91 ±2%. In dem Zeitraum von 15 bis 
85 min fiel die KR weiter auf 86% ab, erreichte jedoch nie wie bei den PE Ch Partikeln 
vergleichbare Werte unter 80%.  
Zusammenfassend ergab diese Analyse, dass die KR der wildtypischen Viren PE Ch 
und SE Ch zu jedem Zeitpunkt niedriger war als bei der nicht-fusogenen Kontrolle PE 
Ch iCS. Im Vergleich zu den SE Ch Viren zeigten die PE Ch Viren anscheinend mehr 
Fusionsereignisse, die zudem früher stattfanden. Im Allgemeinen fanden die meisten 































konnte für die folgenden detaillierten Analysen der zeitliche Rahmen, in dem die 
Fusionsereignisse einzelner Viren untersucht werden, auf diesen Zeitraum 
eingeschränkt werden. 
 
3.6.2 Analyse des Aufnahmeweges einzelner Viren und 
Charakterisierung der Fusion mit zellulären Membranen  
Die Aufnahme und Fusionsereignisse einzelner Viren wurde in infizierten Zellen mit der 
konfokalen 3D Spinning Disk Mikroskopie verfolgt. Dabei wurden doppelt markierte 
Viren mit PFV Gag-eGFP und mCh-Env von SFVmac (SE Ch) oder PFV (PE Ch) 
vergleichend analysiert.  
Virale Partikel wurden durch PEI-Transfektion von 293T Zellen (2.6.3.1) gemäß Kapitel 
2.7.1 im PFV oder SFVmac Vektorsystem II mit pcoPP2 und pMD11 produziert. Die 
Zellkulturüberstände wurden geerntet (2.7.2) und nach Kapitel 2.7.2.3 (Tab. 2-19, 
SDM) für die Analyse aufgereinigt und aufkonzentriert. Danach wurden HeLa Zellen 
mit den Viren inkubiert und nach Kapitel 2.8.5.1 als z-stack analysiert. Die Messungen 
wurden jeweils 5 min nach Temperaturwechsel zu 37°C gestartet, da diese Zeit 
benötigt wurde, um die „Mikroskop-Settings“ zu wählen und geeignete Zellen 
auszusuchen. Die Analyse der erhaltenen Aufnahmewege (engl. „tracks“, „trajectories“) 
einzelner Viren wurde von Aurélie Dupont mit einer von ihr entwickelten SVT-Software 
durchgeführt. Die wesentlichen Hintergründe zur Analyse der gemessenen Parameter 
wurden in Abschnitt 2.8.5.1 erklärt. 
 
Für die Analyse der PE Ch Viren wurden 28 Zellen von 26 Filmen analysiert. 
Insgesamt wurden 88 Viren „getrackt“, von denen 13 Viren ein Fusionsereignis zeigten. 
Die Fusion mit der Wirtszellmembran fand bei vier Viren an der PM und bei neun Viren 
intrazellulär, wahrscheinlich in Endosomen, statt. Ein Beispiel einer PM-induzierten 
Fusion eines PE Ch Partikels ist in Abb. 3-18 dargestellt (siehe Film F3).  
Anhand der Rekonstruktion der Zelloberfläche konnte bestätigt werden, dass dieses 
Viruspartikel an der Zelloberfläche gebunden war. Zu Beginn des „tracks“ blieb das 
Virus für 10 min eher unbeweglich an seiner Ausgangsposition. Die Bewegung aller 
analysierten Membran-gebundenen Viruspartikel war durchschnittlich niedriger als 0,05 
µm/s. Danach trennte sich das Kapsid- vom Glykoprotein-Signal und nur das eGFP-
markierte Kapsid wurde sehr schnell Richtung Zellzentrum transportiert. Die 
Geschwindigkeit („velocity“) des Kapsid-Transportes mit 1 µm/s lässt auf einen aktiven 
Transport entlang zellulärer Mikrotubuli schließen. Im Zentrum der Zelle angekommen, 
wurde das Kapsid mit Geschwindigkeiten über 0,5 µm/s in verschiedene Richtungen 
weiter transportiert. Mit der Freisetzung des Kapsids blieb das mCh-Env Signal bei 
diesem Viruspartikel an der PM zurück. Bei allen anderen 12 PFV Env-vermittelten 
Fusionsereignissen, unabhängig ob intrazellulär oder an der PM, verschwand das 
mCh-Env Signal nach der Kapsidfreisetzung. 
Von den neun beobachteten intrazellulären Fusionsereignissen konnte für vier Viren 
der vollständige Aufnahmeprozess bis zur Fusion analysiert werden. Die Zeitdifferenz 
(TuF1, engl. „time until fusion“) zwischen Aufnahme und Fusion dieser Viren betrug 
minimal 52s, maximal 420s und durchschnittlich 160 ±68s (2,7 min). Für die fünf Viren, 
die bereits zu Beginn des Filmes intrazellulär vorlagen, wurde die Zeit von Beginn des  
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Abb. 3-18 Analyse der Plasmamembran-Fusion eines PFV Partikels (verändert nach Aurélie 
Dupont, 2011). Für die Analyse wurden HeLa Zellen mit PFV Gag-eGFP/ mCh-Env doppelt 
markierten Viren (PE Ch) inkubiert, und nach Temperaturwechsel zu 37°C eine Spinning Disk 
Mikroskopie Analyse in 3D durchgeführt. (A) Dargestellt ist das Differential-Interferenz-Kontrast-Bild 
der analysierten HeLa Zelle mit überlagerter „trajectory“ eines PFV Partikels. Die rosa markierte 
„trajectory“ kennzeichnet die Position des doppelt markierten Virus zu Beginn der Aufnahme. Die 
grüne „trajectory“ markiert die Position und den Transport des Kapsids nach Fusion an der 
Plasmamembran. (B) Fluoreszenz-Intensität der viralen Proteine (rot, mCh-Env; grün, Gag-eGFP). 
(C) Transportgeschwindigkeit („velocity“) des Virus bzw. des Kapsids. (D) „cross-correlation 
maximum“ (CCM, blau). In rot dargestellt ist das CCM der Negativkontrolle eines randomisierten 
Bildes, das für die Bestimmung des „thresholds“ (graue Linie) verwendet wurde. (E) Relativer 
Abstand des Kapsid- zum Hüllprotein-Signals (3D). (F) Darstellung des Virus-Aufnahmeweges 
(„trajectory“) in 3D. (G) Abbildung des Fusionsereignisses, das zur Freisetzung des Kapsids führt 


























































Abb. 3-19 Analyse der intrazellulären Fusion eines SFVmac Partikels (verändert nach 
Aurélie Dupont, 2011). Für die Analyse wurden HeLa Zellen mit Gag-eGFP und SFVmac mCh-Env 
enthaltenden Viren (SE Ch) inkubiert, und nach Temperaturwechsel zu 37°C eine Spinning Disk 
Mikroskopie Analyse in 3D durchgeführt. (A) Dargestellt ist das Differential-Interferenz-Kontrast-Bild 
der analysierten HeLa Zelle mit überlagerter „trajectory“ eines SFVmac Partikels. Die rosa markierte 
„trajectory“ kennzeichnet die Anfangsposition sowie den intrazellulären Transport des doppelt 
markierten Virus. Die grüne „trajectory“ markiert die Position des freigesetzten Kapsids nach der 
Fusion. (B) Fluoreszenz-Intensität der viralen Proteine (rot, mCh-Env; grün, Gag-eGFP). (C) 
Transportgeschwindigkeit („velocity“) des Virus bzw. des Kapsids. (D) „cross-correlation maximum“ 
(CCM, blau). In rot dargestellt ist das CCM der Negativkontrolle eines randomisierten Bildes, das für 
die Bestimmung des „thresholds“ (graue Linie) verwendet wurde. (E) Relativer Abstand des Kapsid- 
zum Hüllprotein-Signals (3D). (F) Darstellung des Virus-Aufnahmeweges („trajectory“) in 3D. (G) 
























































Films bis zur Fusion bestimmt. Dieser als TuF2 bezeichnet Wert reichte von 342s bis 
584s und lag durchschnittlich bei 471s (7,9 min).  
 
Für die Analyse der SE Ch Viren wurden 15 Zellen von 15 Filmen analysiert. 
Insgesamt wurden 97 Viren „getrackt“, von denen drei Viren ein Fusionsereignis 
zeigten. Im Gegensatz zu PE Ch fanden alle SE Ch vermittelten Fusionsereignisse 
intrazellulär statt. Für alle SE Ch Viren konnten keine vollständigen Aufnahmeprozesse 
aufgenommen werden, da die Viren bereits zu Beginn der Filme intrazellulär vorlagen. 
Ein Beispiel einer intrazellulären Fusion eines SE Ch Partikels ist in Abb. 3-19 
dargestellt (siehe Film F4). Das doppelt markierte Virus wird nach 3 min mit 0,6 µm/s 
aktiv Richtung Zellzentrum transportiert. Die Freisetzung des Kapsids durch Fusion der 
viralen mit der endosomalen Membran erfolgte 20 min nach diesem aktiven 
Transportschritt. Bei einem von drei Fusionsereignissen blieb das mCh-Env Signal 
nach der Kapsidfreisetzung in der Membran der Endosomen zurück, wohingegen es 
bei den anderen beiden Fusionsereignissen verschwand. 
Wie bereits für PE Ch enthaltende Viren beschrieben, wurde auch für die SE Ch 
Partikel die TuF2 berechnet. Die durchschnittliche Zeit bis zum Fusionsereignis reichte 
von 269s bis 1316s und lag durchschnittlich bei 816s (13,6 min). 
 
Bei der Analyse der intrazellulären Fusionsereignisse fiel auf, dass bei elf von zwölf 
Viren keine plötzliche Trennung der eGFP- und mCh-Signale eintrat, sondern vor der 
Vollendung der Fusion eine allmähliche Vergrößerung des Abstands von Kapsid zu 
Hüllprotein zu beobachten war. Diese Beobachtungen wurden sowohl für SFVmac als 
auch für PFV Partikel gemacht. Aufgrund der geringen Fusionsereignisse für SFVmac 
wurde jedoch nur eine detaillierte Analyse für PFV durchgeführt (Abb 3-18 E). Danach 
lässt sich ein PFV Fusionsereignis, unabhängig davon ob die Fusion intrazellulär oder 
an der PM stattfindet, in zwei Phasen unterteilen. Zuerst liegt der relative Abstand 
zwischen Kapsid und Glykoprotein im Bereich der Auflösungsgrenze (30 nm in xy, 50 
nm in z). Danach erhöht sich der Abstand in Phase 2 auf 400±100 nm, bis durch 
Vollendung des Fusionsprozesses eine vollständige Trennung beider Signale 
beobachtet wurde. Die zweite Phase dauerte für PFV durchschnittlich 6,5 ±2 min. 
Danach war der Fusionsprozess abgeschlossen und das Kapsid wurde freigesetzt. 











In den letzten Jahren wurden viele grundlegende Schritte des foamyviralen 
Replikationszykluses näher charakterisiert. Dennoch gibt es bisher noch keine 
Erkenntnisse zur Natur des Foamyvirus Rezeptors. Auch die frühen 
Replikationsschritte der Virus-Aufnahme sowie der zelluläre Ort der Glykoprotein-
vermittelten Fusion zwischen viraler und zellulärer Membran sind kaum erforscht. Die 
Entwicklung moderner Mikroskopieverfahren eröffnete neue Methoden zur Analyse 
dieser Replikationsschritte. Dabei rücken ältere Verfahren wie die 
Elektronenmikroskopie jedoch nicht in den Hintergrund, sondern werden weiterhin 
zusätzlich und durch Weiterentwicklung (z. B. EM-Tomographie) in Kombination mit 
modernen Fluoreszenzmikroskopie-Methoden eingesetzt. Im Rahmen dieser Arbeit 
wurden verschiedenen Mikroskopiemethoden angewandt, um Einblicke in die 
Aufnahme und den Transport von FV in infizierten Zellen zu gewinnen. Als Grundlage 
hierfür wurden funktionelle einfach als auch doppelt AFP-markierte FV hergestellt. 
Die ersten Experimente mit Gag-AFP-markierten FV zeigten, dass der N- und C-
Terminus von Gag nicht gleichermaßen für eine Fusion mit einem AFP geeignet ist. 
Am Gag N-Terminus führte bereits die Fusion des kleinen HA-Tags zu einer starken 
Verringerung, bei Verwendung der AFP-Tags sogar zu einem vollständigen Verlust der 
Partikelfreisetzung. Der N-Terminus ist demnach per se nicht ungeeignet für eine 
Fusion. Vielmehr scheint die Größe des Protein-Tags über die Funktionalität des 
viralen Gag-Fusionsproteins (Gag-FP) zu entscheiden. Kurze Peptid-Tags (HA) 
werden einigermaßen toleriert, wohingegen längere Protein-Tags (AFPs) die 
Funktionalität dieser N-Gag-FP zerstören.  
Mögliche Ursache für das Ausbleiben der Partikelfreisetzung könnte sein, dass der N-
terminale Gag-AFP-Tag entweder eine korrekte Kapsidzusammenlagerung oder die 
essentielle Gag-Env-Interaktion verhindert. Beide Replikationsschritte werden unter 
anderem durch Domänen im N-Terminus von Gag (CTRS, CC1-3) gesteuert, deren 
Funktionalität möglicherweise durch den Protein-Tag beeinflusst wird. Aufklärung 
darüber lieferte eine elektronenmikroskopische Untersuchung transfizierter Zellen. Mit 
dieser Analyse konnte gezeigt werden, dass eine wildtyp-ähnliche 
Kapsidzusammenlagerung erfolgte. Darüber hinaus lagen diese N-Gag-eGFP-
markierten Kapside ähnlich den wildtypischen, unmarkierten Kapsiden akkumuliert am 
MTOC vor. Damit konnte eine fehlerhafte bzw. ausbleibende 
Kapsidzusammenlagerung als Ursache für den Partikelfreisetzungs-Defekt 
ausgeschlossen werden. Vielmehr deutete das Fehlen der viralen 
Knospungsstrukturen an intrazellulären Membranen sowie an der Plasmamembran 
(PM) darauf, dass durch den N-terminalen AFP-Tag die für eine Partikelfreisetzung 
essentielle Gag-Env-Interaktion ausblieb. Warum der Protein-Tag die Gag-Env-
Interaktion verhindert, kann auch mit der kürzlich entschlüsselten 3D Struktur des Gag-
N-Terminus nicht eindeutig geklärt werden (CSH Retrovirus Meeting, Vortrag, Taylor, 
2011). Diese neuesten Ergebnisse zeigten, dass der N-Terminus in einem Gag-Dimer 
frei zugänglich ist und nicht im Innern des Dimers vorliegt. Damit sollte eine AFP-
Fusion am Gag N-Terminus wie auch in der EM-Analyse beobachtet nicht mit der 
Kapsidmorphologie interferieren, sondern höchstwahrscheinlich die räumliche Nähe 
von Gag und Env zueinander verhindern, so dass aufgrund sterischer Probleme keine 
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Interaktion erfolgen kann. Für diese Theorie spricht, dass kleine Protein-Tags am N-
Terminus von Gag in gewissem Maße toleriert werden.  
Interessanterweise existieren Publikationen einer anderen Arbeitsgruppe, die N-
terminal eGFP-markierte PFV Gag Proteine für ihre Untersuchungen verwenden (Petit 
et al., 2003; Renault et al., 2011; Tobaly-Tapiero et al., 2008). Die Publikationen 
basieren auf Daten, die in transfizierten Zellen mit N-Gag-eGFP-FP erhalten wurden. 
Von diesen autofluoreszierenden PFV Gag Proteinen wurden jedoch nie Daten zur 
Funktionalität bezüglich Partikelfreisetzung und Infektiosität der Virionen veröffentlicht. 
Dennoch bestätigen die Daten dieser Arbeitsgruppe zumindest, dass der N-terminale 
eGFP-Tag den Mikrotubuli-abhängigen Transport von Gag durch Interaktion mit der 
Dynein LC8 nicht beeinflusst (Petit et al., 2003), und dadurch wie in dieser Arbeit 
beobachtet eine wildtyp-ähnliche Kapsidzusammenlagerung am MTOC erfolgen kann. 
Im Gegensatz zu den N-Gag-AFP-FP wurde bei den C-Gag-AFP-FP kein Einfluss des 
Protein-Tags auf die Partikelfreisetzung, sondern nur auf die Infektiosität der Viren 
festgestellt. Obwohl alle C-Gag-AFP-FP eine vergleichbare Partikelfreisetzungs-
effizienz zeigten, war die Infektiosität der freigesetzten Partikel in unterschiedlichem 
Maße reduziert. Dabei spielte auch hier vor allem die Größe des Protein-Tags eine 
entscheidende Rolle. Wohingegen der kleine HA-Tag die Infektiosität der Partikel nicht 
beeinflusste, wurde eine 10 – 100-fache Reduktion der viralen Titer unter Verwendung 
der AFP-markierten C-Gag-FP beobachtet. Ein Titerverlust autofluoreszierender 
Partikel wurde auch in anderen retroviralen Systemen beobachtet, in denen Gag-
eGFP-markierte Strukturproteine verwendet wurden. In dem für HIV-1 beschriebenem 
Gag-eGFP-FP ist das eGFP Protein C-terminal der Matrix-Domäne fusioniert (Lampe 
et al., 2007; Muller et al., 2004). Wie bei dem PFV Gag-eGFP-FP beeinflusste der 
Protein-Tag weder die HIV-1 Gag-Prozessierung noch die Einlagerung des MA-eGFP-
FP in freigesetzte Partikel. Diese mit VSV-G pseudotypisierten HIV-1 Partikel zeigten 
jedoch wie in dieser Arbeit für PFV beobachtet eine 100-fache Reduktion der viralen 
Titer. Eine Kotransfektion von unmarkierten Gag Proteinen führte zu einer effizienten 
Erhöhung der Infektiosität der HIV-1 Partikel, wie in dieser Arbeit auch für PFV Partikel 
beobachtet wurde (Lampe et al., 2007; Muller et al., 2004). Vor kurzem beschrieb die 
gleiche Arbeitsgruppe ein HIV-1 MA-mCherry Fusionsprotein, dass für die Herstellung 
autofluoreszierender Pseudopartikel verwendet wurde (Koch et al., 2009). 
Interessanterweise wurde für das HIV-1 Gag-mCh-FP keine zusätzliche Prozessierung 
beschrieben, wie es in dieser Arbeit für PFV Gag-mCh-FP beobachtet wurde. Wir 
vermuten, dass das Auftreten eines zusätzlichen PFV Gag-mCh-Spaltproduktes jedoch 
mit der internen mCherry-Spaltung einhergeht, die während der Chromophorreifung 
des AFPs stattfindet (Campbell et al., 2002; Gross et al., 2000; Verkhusha & Sorkin, 
2005).  
Eine mögliche Ursache der reduzierten Infektiosität der PFV Gag-eGFP-markierten 
Partikel könnte sein, dass die C-Gag-AFP-FP den Kapsidzerfall in infizierten Zellen 
beeinflussen, wodurch der Präintegrationskomplex nicht effizient freigesetzt werden 
kann. Der Kapsidzerfall bei PFV wird mit der Gag-Prozessierung durch die virale und 
zelluläre Proteasen eingeleitet, und ist essentiell für die Infektiosität (Lehmann-Che et 
al., 2005; Pfrepper et al., 1999). Da leider die vollständige PFV Gag- bzw. Kapsid-
Struktur noch nicht geklärt ist, ist nicht bekannt, ob der C-Terminus ins Innere oder 
Äußere des Kapsids ragt. Es ist jedoch denkbar, dass der AFP-Tag am PFV Gag C-
Terminus den Zugang für die Proteasen maskiert, wodurch möglicherweise die 
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sekundären Gag-Spaltstellen nicht zugänglich sind und kein Kapsidzerfall erfolgt. Des 
Weiteren ist es auch möglich, dass die AFP-markierten Partikel einen veränderten 
DNA-Gehalt im Vergleich zu wildtypischen Partikeln aufweisen. Denn es konnte 
gezeigt werden, dass die GR-Boxen im C-Terminus von PFV Gag die Reverse 
Transkription des viralen Genoms regulieren (Mullers et al., 2011b). Somit könnte eine 
Modifikation des Gag C-Terminus durch Fusion eines AFPs möglicherweise die RT 
Aktivität im viralen Kapsid beeinflussen. Ob die reduzierte Infektiosität der C-Gag-AFP-
FP enthaltenden Partikel mit einem verringerten DNA-Gehalt einhergeht, wurde bisher 
nicht überprüft. Dies könnte jedoch mittels einer Real-Time-PCR Analyse der 
Nukleinsäurezusammensetzung der AFP-markierten PFV Partikel untersucht werden.  
Des Weiteren ist bekannt, dass eine inkorrekte Kapsidmorphologie eine fehlerhafte 
Reverse Transkription bedingt (Mannigel et al., 2007). Sollte der an Gag fusionierte 
AFP-Tag die Kapsidmorphologie verändern, könnte dies die Effizienz der Reversen 
Transkription beeinflussen, und damit zu einem verringerten DNA Gehalt in 
freigesetzten Partikeln führen. Ob sich die Kapsidmorphologie durch Einlagerung der 
C-Gag-eGFP-FP veränderte, wurde mit einer elektronenmikroskopischen Analyse 
untersucht. In dieser Untersuchung wurde beobachtet, dass C-Gag-eGFP-FP nur in 
geringem Maße einen Einfluss auf die Kapsidmorphogenese hatten. Jedoch wurden in 
allen knospenden und freigesetzten Viren Kapside mit wildtypischer Morphologie 
nachgewiesen.  
Die in dieser Arbeit hergestellten PFV Gag-eGFP autofluoreszierenden Viren erwiesen 
sich in allen durchgeführten Experimenten als am besten geeignet für weiterführende 
fluoreszenzmikroskopische Experimente. Darüber hinaus konnte die Infektiosität der 
Partikel durch Kotransfektion von unmarkiertem Gag mit C-Gag-eGFP im Verhältnis 
3:1 deutlich erhöht werden. Welche Kapsid-markierten Viren für die verschiedenen 
Experimente eingesetzt wurden, hing von der Sensitivität der Messsysteme ab. Gag-
eGFP-markierte Viren, die durch Kotransfektion mit unmarkiertem Gag gebildet 
wurden, wiesen eine geringere Fluoreszenzsignalstärke auf, die nur mit dem Spinning 
Disk Mikroskop effizient genug detektiert werden konnte. Für die Widefield Live-Cell 
Analyse wurden deshalb aufgrund der höheren Fluoreszenzintensität reine Gag-eGFP-
markierte Viren verwendet. 
 
Einsatz doppelt markierter FV für fluoreszenzmikroskopische Analysen 
Im Gegensatz zu den Gag-AFP-FP wirkte sich die Fusion des mCherry Proteins am N-
Terminus von PFV oder SFVmac Env nicht nachteilig auf die Funktionalität des viralen 
Proteins aus. Die mCh-Env-FP kennzeichnet die Fähigkeit aus eine Freisetzung voll 
funktionsfähiger Viruspartikel mit Wildtyp-Eigenschaften auch ohne Kotransfektion von 
unmarkierten Env zu unterstützen. Vor allem die Eignung der PFV oder SFVmac mCh-
Env-markierten Glykoproteine bei Kotransfektion mit PFV C-Gag-eGFP-FP die 
Freisetzung funktioneller doppelt markierter Viren zu unterstützen, machte diese Viren 
zu einem unersetzlichen Werkzeug. Obwohl bisher auch für andere virale 
Glykoproteine AFP-markierte Varianten existieren, wird oft auf andere Methoden zur 
Herstellung doppelt markierter retroviraler Partikel zurückgegriffen. Zu den gängigen 
Methoden hierfür zählt die Einlagerung fluoreszierender Substanzen (z. B. DiD-C18), 
die beispielsweise aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften in die Hüllmembran der 
Viruspartikel während der Partikelmorphogenese eingelagert werden. Dieses 
Verfahren wurde beispielsweise für HIV-1 und Influenza A Viren (INF) verwendet 
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(Lakadamyali et al., 2003; Markosyan et al., 2005). In Kombination mit einer HIV-1 
Kapsidmarkierung konnten so ebenfalls doppelt markierte Viren hergestellt und für die 
Analyse der Virusaufnahme in infizierten Zellen verwendet werden.  
Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Gag-eGFP/mCh-Env doppelt markierten FV 
wurden verwendet, um erstmalig die Aufnahme, den Transport und das Schicksal 
eintretender FV Virionen in Wirtszellen in Echtzeit zu verfolgen. Mit der Widefield Live-
Cell Analyse wurde zunächst gezeigt, dass die Infektion einer Wirtszelle über einen 
Zeitraum von 24h gleichermaßen für PFV oder SFVmac Env enthaltende Viren abläuft. 
Im Gegensatz zu SFVmac führte die PFV Env-vermittelte Infektion der Wirtszellen zur 
Syncytia-Bildung der infizierten Zellen. Diese Fusion von Nachbarzellen wird durch die 
Einlagerung des viralen Glykoproteins in die PM der infizierten Zelle verursacht. 
Unterstützt wird diese Annahme durch Studien von Pietschmann et al., in denen 
gezeigt wurde, dass eine erhöhte Env-Zelloberflächenexpression mit einer verstärkten 
Syncytia-Bildung korreliert (Pietschmann et al., 2000). Durch Interaktion des viralen 
Glykoproteins mit dem Rezeptor auf der benachbarten Zelle wird wahrscheinlich die 
Fusionsaktivität des Glykoproteins aktiviert und damit die Zell-Zell-Fusion eingeleitet. 
Dies scheint vor allem der Fall zu sein, wenn Viren direkt an der PM fusionieren, 
wodurch das virale Glykoprotein in der PM zurückbleibt und nur das Kapsid in das 
Zytoplasma freigesetzt wird. Es ist jedoch auch möglich, dass endosomal 
aufgenommene Viren ihr Glykoprotein in die PM einlagern können, indem die viralen 
Hüllproteine nach der Fusion als integrale Membranbestandteile über recyclende 
Endosomen zur Zelloberfläche zurück transportiert werden. Ob es dann auch zu einer 
Fusion von Nachbarzellen kommt, hängt wahrscheinlich zusätzlich von der pH-Aktivität 
des Glykoproteins ab. SFVmac Env ist ein pH-abhängiges Glykoprotein, dass bei 
neutralem pH wie er an der PM vorliegt praktisch keine Fusionsaktivität zeigt. Dass 
SFVmac Env an der Zelloberfläche nur eine geringe Fusionsaktivität zeigt, wurde 
bereits durch Picard-Maureau et al. beschrieben (Picard-Maureau et al., 2003). 
Interessanterweise gibt es auch einen Bericht darüber, dass SFVmac Env in BHK-21 
Zellen eine Syncytiabildung verursachen kann (Herchenroder et al., 1999). Da bekannt 
ist, dass je nach Zelltyp und den physiologischen Bedingungen unterschiedlich starke 
Syncytia-Bildungen durch Viren verursacht werden (Aboud & Huleihel, 1981; Poste, 
1972), erklärt dies möglicherweise die unterschiedlichen Beobachtungen, die von 
Picard-Maureau et al., Herchenröder et al. und im Rahmen dieser Arbeit beschrieben 
wurden.  
Die biologische Bedeutung der nur in vitro beobachteten Syncytia-Bildung bei 
Foamyviren ist ungeklärt. Dieser Mechanismus könnte möglicherweise dazu dienen, 
eine Infektion auf nicht infizierte Nachbarzellen auszubreiten, wodurch eventuell mehr 
Partikel gebildet und freigesetzt werden können. Eine andere virale 
Replikationsstrategie erzielt durch die Bildung sogenannter „filopodia bridges“ eine 
effiziente Übertragung von Viruspartikeln zwischen benachbarten Zellen (Sherer et al., 
2007). Dabei stellen die Filopodien der infizierten Zelle einen spezifischen Kontakt mit 
der nicht-infizierten Zelle her. Durch Herstellen dieses Zell-Zell-Kontaktes werden die 
MLV Partikel zielgerichtet entlang der Filopodien-Oberfläche zu dieser Zelle 
transportiert. Ob FV diese Verbreitungsstrategie auch nutzen, wurde bisher nicht 
untersucht. Es ist jedoch bekannt, dass FV einen Zell-zu-Zell-Transfer Zelltyp-
abhängig induzieren können (Heinkelein et al., 2003). 
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Mit der Widefield Live-Cell Mikroskopie (WLCM) konnte gezeigt werden, dass die 
Mehrheit wildtypischer Viren mit PFV oder SFVmac Env nach der Bindung an der PM 
innerhalb der ersten 2h zum Zellzentrum transportiert werden und dort perinukleär, 
vermutlich in der Nähe des MTOCs akkumulierten. Interessanterweise wurden auch 
die nicht-fusogenen Viren in die Zellen aufgenommen. Damit konnte gezeigt werden, 
dass die Env-Spaltung zwischen der SU- und TM-Untereinheit nicht notwendig für die 
Bindung viraler Partikel an den zellulären Rezeptor ist. Zum anderen scheint die 
Fusionsaktivität des Glykoproteins nicht notwendig zu sein, um die Aufnahme viraler 
Partikel einzuleiten. Gleichzeitig deutet diese Beobachtung auch darauf hin, dass FV 
wahrscheinlich endozytotisch aufgenommen und zum Zellzentrum transportiert 
werden. Der Unterschied zwischen den Wildtypviren und den nicht-fusogenen Viren 
besteht darin, dass nur ein fusions-aktives virales Glykoprotein die Freisetzung des 
Kapsids in das Zytoplasma einleiten kann. Eben dieser Sachverhalt wurde in den 
Analysen beobachtet. Nur die wildtypischen Viren zeigten nach 4h wie in Petit et al. 
beschrieben eine Akkumulation der nackten Gag-eGFP-markierten Kapside nahe des 
MTOC, die bei nicht-fusogenen Viren nie detektiert wurden (Petit et al., 2003).  
Die durchgeführte Kolokalisationsanalyse mit einem MTOC-Markerprotein bestätigte 
die Anhäufung wildtypischer Gag-eGFP markierter Kapside am MTOC. Da PFV 
infizierte Zellen eine Syncytia-Bildung zeigen, wurden für diese Experimente Env-
unmarkierte SFVmac Env-umhüllte Viruspartikel verwendet, um Einzelzellen 
mikroskopisch analysieren zu können. Im Gegensatz zu den wildtypischen Kapsiden 
lagen die Kapside der nicht-fusogenen Viren innerhalb eines größeren Radius zum 
Zentrosom vor. Hierbei handelt es sich höchstwahrscheinlich um SFVmac Env-
umhüllte Viren, die in endosomalen Kompartimenten vorliegen. Denn in den 
vorangegangenen WLCM-Analysen wurde zwar eine Anhäufung von doppelt 
markierten nicht-fusogenen Viren in diesem perinukleären Bereich beobachtet, jedoch 
nie eine Akkumulation freier Kapside. Um nachzuweisen, dass bei der CLSM-
Kolokalisationsanalyse der nicht-fusogenen Viren Env-umhüllte Partikel nahe des 
MTOC vorlagen, müsste man AFP-Env-markierte Viren einsetzen. Da jedoch die 
CLSM-Analyse mit dem zur Verfügung stehenden Mikroskop-Setup auf drei 
Fluoreszenzkanäle beschränkt ist, konnte dies in den Experimenten nicht realisiert 
werden. Durch Verwendung des Gag-eGFP-, des DAPI- und des γ-Tubulin-DsRed-
Signals konnte kein vierter Kanal für das virale Glykoprotein belegt werden. Zusätzlich 
müsste man ein anderes, beispielsweise CFP-(engl. „cyan fluorescent protein“)-
markiertes MTOC Markerprotein einsetzen, um die roten und grünen Kanäle für die 
viralen Strukturproteine verwenden zu können. Zum einen stand ein solches MTOC-
Markerprotein nicht zur Verfügung, zum anderen war eine DAPI-Färbung notwendig, 
um einzelne Zellen anhand der Zellkernfärbung identifizieren zu können.  
 
Degradierung von FV in infizierten Zellen 
Des Weiteren lieferte die WLCM-Analyse bezüglich der Env-Verteilung in infizierten 
Zellen eine unerwartete Beobachtung. So wurde das mCh-Env LP Signal sowohl bei 
wildtypischen als auch nicht-fusogenen Viren mit PFV oder SFVmac Env bis zu 24h in 
infizierten Zellen nachgewiesen. Warum das mCherry-LP Signal der nicht-fusogenen 
Viren nicht ebenfalls mit dem Gag-eGFP Kasidsignal verschwand, war zu diesem 
Zeitpunkt der Analyse nicht erklärbar. Normalerweise sollten die endozytotisch 
aufgenommenen Viren, wenn sie keine Fusion mit der endosomalen Membran 
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einleiten können, dem lysosomalen Proteinabbauweg zugeführt werden. Denn die 
frühen Endosomen reifen durch pH-Ansäuerung über späte Endosomen zu 
Lysosomen heran (Mercer et al., 2010). Eukaryotische Zellen besitzen zwei Orte der 
Proteindegradierung, das Lysosom und das Proteasom. Wohingegen Proteasomen 
den Abbau zytoplasmatischer, meist ubiquitinierter Proteine übernehmen, werden in 
Lysosomen exogene durch Endozytose aufgenommene Bestandteile (Bakterien, Viren) 
degradiert (Clague & Urbe, 2010). 
Nach dieser Hypothese sollten sowohl die Gag Proteine der Kapside als auch die Env 
Proteine der viralen Hüllmembran in lysosomalen Kompartimenten abgebaut werden. 
Die Ergebnisse der WLCM-Analyse bestätigten diese Annahme zunächst nicht. Zum 
einen kann das Verschwinden der Gag-eGFP Signale bedeuten, dass durch 
zunehmende pH-Senkung in endosomalen Kompartimenten das eGFP Signal 
„gequencht“ wird. Denn im Gegensatz zu mCherry ist eGFP ein pH-sensitives 
Fluoreszenzprotein (Shaner et al., 2005). In der Fluoreszenzmikroskopie würde 
dadurch für den Betrachter nur das mCh-Env Signal der Viren in infizierten Zellen 
sichtbar bleiben. Zum anderen besteht auch die Möglichkeit, dass die schnelle 
Abnahme der Gag-eGFP Signale in infizierten Zellen durch Proteindegradierung 
einhergeht. Um eine Erklärung für dieses Phänomen zu finden, wurden zwei 
unterschiedliche Ansätze verfolgt. Dazu wurden zuerst die Protein-Tags der Gag und 
Env Fusionsproteine reziprok getauscht, um zu überprüfen, ob es sich um einen 
eGFP-vermittelten pH-„Quenching“-Effekt handelt. Das „trafficking“ dieser reziprok 
AFP-markierten Viren in infizierten Zellen wurde ebenfalls mit der WLCM untersucht. In 
diesen Analysen wurde beobachtet, dass der umgekehrte Fall eintrat. Gag-mCh und 
eGFP-Env-markierte PFV Partikel zeigten sowohl bei wildtypischen als auch nicht-
fusogenen Viren eine konstante Abnahme des eGFP-Env LP Signals, wohingegen das 
Gag-mCh Signal über 24h in den Zellen nachweisbar war. Die Verwendung dieser 
reziprok AFP-markierten Viren lieferte umgekehrte Befunde, die zunächst auf einen 
eGFP-vermittelten pH-„Quenching“-Effekt schließen ließen, unabhängig davon an 
welchem Strukturprotein eGFP fusioniert wurde. Damit musste festgestellt werden, 
dass die erhaltenen Daten zum „trafficking“-Verhalten von FV in infizierten Zellen je 
nach Art des verwendeten Protein-Tags zu unterschiedlichen Ergebnissen führten. Um 
den tatsächlichen Verbleib der viralen Proteine aufgenommener Viren zu klären, wurde 
ein proteinbiochemischer Assay angewendet, in dem infizierte Zellen zu verschiedenen 
Zeitpunkten lysiert wurden. Mit einer anschließenden Immunoblot-Analyse der 
Zelllysate wurde das Vorkommen der viralen Strukturproteine in einem Zeitraum von 
24h untersucht.  
Die Immunoblot-Analyse der Gag-eGFP/mCh-Env doppelt markierten Viren zeigte, 
dass in Zelllysaten der nicht-fusogenen Viren bis 6h nach Bindung sowohl die Gag-
eGFP-FP und das mCh-LP vollständig degradiert wurden. Dies erklärt das 
Verschwinden der Gag-eGFP Signale unter Verwendung der nicht-fusogenen Viren 
während der Live-Cell Mikroskopie zu diesem Zeitpunkt. PH-„Quenching“ des eGFP 
Signals konnte damit als Ursache ausgeschlossen werden. Die Kapsidproteine der 
nicht-fusogenen Viren wurden degradiert. Interessanterweise war in allen Zelllysaten 
jedoch ab 2h nach Bindung das reine mCherry Protein nachweisbar. Wie bei den 
wildtypischen Proben blieb das mCherry Protein bis zu 24h konstant erhalten. Damit 
erklärte dieses Experiment, dass die mCherry Signale der nicht-fusogenen Viren zu 
späteren Zeitpunkten in der Live-Cell Mikroskopie nicht vom viralen mCh-LP 
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abstammen, sondern reines mCherry darstellen. Ähnliche Beobachtungen wurden für 
das Gag-mCh Protein erhalten. In den Lysaten der Zielzellen, die mit Gag-mCh-
markierten Viren inkubiert wurden, konnte ebenfalls ab 2h nach Virusbindung freies 
mCherry nachgewiesen werden. Auch in diesem Fall blieb das Signal bis zu 24h 
konstant und zeigte keine Unterschiede in den Zelllysaten der wildtypischen und nicht-
fusogenen Viren. Warum das mCherry Protein nicht zusammen mit dem LP oder Gag 
abgebaut wurde, bleibt reine Spekulation. Obwohl Literaturrecherchen dazu keine 
Informationen lieferten, könnte eine Protease-Resistenz des mCherry Proteins dafür 
ursächlich sein. Eine Abspaltung des eGFP-Tags bzw. eine dem mCherry Protein 
vergleichbare Protease-Resistenz wurde für die eGFP-FP nicht beobachtet. 
Zusammengefasst ergab die proteinbiochemische Analyse, dass Viren, die nicht-
fusogen sind, weitestgehend innerhalb der ersten 6h nach Bindung an die Wirtszelle 
degradiert werden. Die Fusionsereignisse der Wildtypviren, die zur Freisetzung des 
Kapsids ins Zytoplasma führen, finden demnach auch vorwiegend innerhalb dieses 
Zeitrahmens statt.  
Wenn man mittels Live-Cell Mikroskopie Aussagen über den langfristigen Verbleib von 
viralen Glykoproteinen in infizierten Zellen trifft, sollte man auf die erhobenen Daten mit 
eGFP-Env bzw. Gag-eGFP fluoreszierenden Viren Bezug nehmen. MCherry ist für 
fluoreszenzmikroskopische Langzeituntersuchungen als Protein-Tag nicht geeignet. 
Untersuchungen innerhalb der ersten zwei Stunden nach Virusaufnahme sind jedoch 
nicht durch den Protein-Tag der Fusionsproteine beeinflusst. 
Dass FV in Lysosomen degradiert werden, konnte durch Kolokalisation Gag-eGFP 
markierter Kapside mit dem Lamp1-RFP Markerprotein mittels CLSM-Analyse 
nachgewiesen werden. Bereits 1h nach Bindung lagen 60% der analysierten Viren in 
Lysosomen vor. Dieser Anteil wurde gleichermaßen sowohl für wildtypische als auch 
nicht-fusogene Viren beobachtet. Damit konnte gezeigt werden, dass nicht alle 
wildtypischen Viren zu einer produktiven Infektion führen. Viren, die es nicht schaffen, 
die Fusion der viralen mit der endosomalem Membran einzuleiten, werden 
anscheinend direkt dem lysosomalen Abbauweg zugeführt. Der Anteil wildtypischer 
Viren in Lysosomen blieb im Zeitraum von 1 – 4h relativ konstant, wobei gleichzeitig 
eine Akkumulation freier Kapside am MTOC beobachtet wurde. Im Gegensatz dazu 
erhöhte sich der Anteil nicht-fusogener Viren in Lysosomen im Zeitraum von 1 – 4h auf 
80% und es wurde gleichzeitig dazu keine Kapsidakkumulation beobachtet. Darüber 
hinaus wurden nach 4h insgesamt weniger Viruspartikel in den analysierten Zellen 
detektiert, was einen weiteren Hinweis auf eine schnelle Degradierung nicht-fusogener 
Viren lieferte. Wie bereits bei den MTOC-Kolokalisationsanalysen diskutiert, wäre es 
von Vorteil, wenn das virale Glykoprotein der eintretenden Viren AFP-markiert 
eingesetzt werden würde. Dies konnte jedoch nicht realisiert werden, weil bereits drei 
Kanäle zur CLSM-Analyse mit Lamp1-RFP, Gag-eGFP und DAPI belegt waren. 
Dadurch konnte nicht zwischen freien Kapsiden und Env-umhüllten Viren 
unterschieden werden. Darüber hinaus können nicht kolokalisierende Kapsidsignale 
von freien Kapsiden stammen oder von Viren, die in anderen endosomalen 
Kompartimenten vorlagen, die mit Lamp1-RFP nicht markiert wurden. Obwohl Lamp1-
RFP hauptsächlich in lysosomalen Kompartimenten vorliegt, ist auch beschrieben, 
dass es in späten Endosomen lokalisiert ist (Mercer et al., 2010). Dennoch wird in 
vielen Publikationen die Kolokalisation von Viren mit Lamp-1 als Nachweis für eine 
lysosomale Proteindegradierung endozytotisch aufgenommener Viren verwendet 
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(Engel et al., 2011; Joo et al., 2010). In Anbetracht dessen ist die Interpretation der 
erhaltenen Daten nur eingeschränkt aussagekräftig. Es ist sogar möglich, dass dies 
erklärt, warum bereits nach 1h ein hoher Anteil aufgenommener Viren mit Lamp1-RFP 
positiven Kompartimenten kolokalisiert. Wenn bei diesem Zeitpunkt nicht zwischen 
späten Endosomen und Lysosomen sicher differenziert werden kann, spiegeln die 
Beobachtungen möglicherweise auch das Vorkommen der Viruspartikel in späten 
Endosomen wieder.  
 
Analyse der Fusionsereignisse einzelner FV Partikel 
Nachdem der zeitliche Verlauf einer FV Infektion und der Ursprung der sehr lang 
detektierbaren mCherry-Signale in der Fluoreszenzmikroskopie geklärt war, wurden 
die Fusionsereignisse einzelner Viren mit der Spinning Disk Mikroskopie (SDM) 
analysiert. Dadurch, dass freies mCherry erst 2h nach Bindung der Viren in den Zellen 
auftrat, beeinflusste dieses Phänomen die SDM-Analysen nicht. Alle Experimente zur 
Analyse der Fusionsereignisse einzelner Viren wurden innerhalb der ersten 40 min 
durchgeführt. Darüber hinaus ergab die 3D Kolokalisationsanalyse, dass die meisten 
Fusionsereignisse innerhalb der ersten 20 min stattfinden. Auch bei Influenza Viren 
wurde beobachtet, das ¼ der Viren innerhalb der ersten 20 min fusionierten 
(Lakadamyali et al., 2003). Interessanterweise zeigte die 3D-Kolokalisationsanalyse in 
infizierten Zellen, dass sich die Kolokalisationsrate (KR) für PFV Partikel nach 20 min 
wieder erhöhte. Dieser zweite Peak kann damit erklärt werden, dass zu diesem 
Zeitpunkt von 20 bis 40 min in der Zelle bereits freie Kapside vorlagen, die 
akkumulierten. Da Aggregate von der Analyse ausgeschlossen wurden, bleiben damit 
lediglich nicht fusionierte doppelt markierte Viren in der Zelle übrig, wodurch die KR 
kurzzeitig wieder anstieg.  
In unseren Analysen wurden generell mehr Fusionsereignisse bei PFV als bei SFVmac 
pseudotypisierten Partikeln beobachtet. Die höhere Fusions-Effizienz bei PFV korreliert 
möglicherweise mit einer erhöhten Infektiosität der doppelt markierten Partikel, die 
durch Kotransfektion von unmarkiertem Gag (3:1, Gag:Gag-eGFP) hergestellt wurden. 
Wohingegen die 3:1 Gag-eGFP und mit PFV mCh-Env-markierten Viruspartikel eine 
relative Infektiosität von 60-80% zeigten, wurde bei den SFVmac mCh-Env-markierten 
Viren nur eine 40%ige Infektiosität im Vergleich zum unmarkiertem Wildtyp erreicht.  
Auch bei der Analyse einzelner Viren wurden insgesamt mehr Fusionsereignisse für 
die PFV als die SFVmac Env-enthaltenden Viruspartikel beobachtet 
(zusammengefasst in Abb. 4-1).  
Von den 13 analysierten PFV Viruspartikeln, die eine Fusion zeigten, fusionierten vier 
an der PM und neun intrazellulär, vermutlich in Endosomen. Die als intrazellulär 
eingestuften Fusionsereignisse konnten bereits 1 min nach PFV Aufnahme stattfinden. 
Im Gegensatz dazu wurden nur intrazelluläre Fusionsereignisse für die SFVmac Env 
pseudotypisierten Partikel beobachtet, die darüber hinaus wesentlich später 
stattfanden. Eine SFVmac Env vermittelte Fusion kurz nach endosomaler Aufnahme 
wie bei PFV wurde nie beobachtet. Die Anzahl der Fusionsereignisse mit 13 für PFV 
und drei für SFVmac ist jedoch zu gering, um eine statistische Auswertung 
vorzunehmen. Deswegen kann die Schlussfolgerungen nicht gezogen werden, dass 
die SFVmac Env-vermittelte Aufnahme ausschließlich endosomal abläuft. Es kann 
auch nicht gesagt werden, dass PFV mehr in Endosomen als an der PM fusioniert. Um 




Abb. 4-1 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Analyse der Fusionsereignisse von PFV 
und SFVmac Env pseudotypisierten Viruspartikeln. (A) Übersicht zur Anzahl der analysierten 
„trajectories“ und der davon beobachteten Fusionsereignisse. PM, Plasmamembran. (B) Analyse der 
intrazellulären Fusionsereignisse. Dargestellt ist die Zeit (Durchschnitt, Minimum (min), Maximum 
(max)), die von der Virusbindung (MTD1) oder des Vorliegens in Endosomen (MTD2) bis zur Fusion 
benötigt wurde. Die MTD1 beinhaltet Viren, die mit Beginn an der PM-Bindung bis zur Fusion 
analysiert werden konnten. Die MTD2 beinhaltet Viren, die zu Beginn der Analyse bereits in 
Endosomen vorlagen. MTD, „Minimal Time Delay“. (C) Zusammenfassung des Schicksals 
endozytotisch aufgenommener FV Partikel (grün, Kapsid; rot, Glykoprotein). Wenn das virale 
Glykoprotein mit der Endosommembran fusioniert, wird das Kapsid in das Zytoplasma freigesetzt, 
woraufhin Kapside am MTOC akkumulieren. Findet keine Fusion statt, wird das Virus in Lysosomen 
degradiert. PM, Plasmamembran; ZP, Zytoplasma; E, Endosom; MTOC, „microtubule organizing 
center“. 
 
jeweiligen FV Partikel untersucht werden. Die pH-Abhängigkeit der FV Glykoproteine 
zur effizienten Aktivierung der Env-Fusionseigenschaften unterstützt dennoch die 
erhaltenen Befunde. Weil PFV Env auch bei neutralen pH eine signifikant höhere 
Fusionsaktivität als SFVmac Env hat, kann es auch an der PM die Fusion der viralen 
und zellulären Membran einleiten (Picard-Maureau et al., 2003). SFVmac Viruspartikel 
hingegen scheinen für die Fusion auf das saure Milieu in Endosomen angewiesen zu 
sein. Beide Aufnahmemechanismen bieten dem Virus sowohl Vorteile als auch 
Nachteile, um den zellulären Ort der Virusreplikation zu erreichen. Bei Retroviren ist 
der Zellkern der Ort, zu dem das virale Genom für eine Integration geliefert werden 
muss. Demzufolge hat eine endosomale Virus-Aufnahme den Vorteil, dass die Viren 
passiv mit dem Endosom Richtung Zellzentrum in räumliche Nähe zum Zellkern 
transportiert werden. Dies stellt die Viren jedoch vor die Herausforderung, das Kapsid 
bzw. den Präintegrationskomplex (PIC) vor der Ankunft im Lysosom freizusetzen, um 
einer Degradierung zu entgehen. Viren, die direkt an der PM fusionieren haben zwar 
den Vorteil, dass sie nicht in Endosomen gefangen sind und vor der Fusion mit dem 
Lysosom ihre Freisetzung erreichen sollten. Dafür birgt die Freisetzung des Kapsids an 
















































Aktinnetzwerk durchbrechen (Taylor et al., 2011). Zweitens, wenn dieser Schritt 
erfolgreich war, befindet sich das Kapsid in einer zähflüssigen zytoplasmatischen 
Masse und ist darauf angewiesen zelluläre Transportwege Richtung Zellzentrum 
auszunutzen.  
Für den Transport der Kapside nutzen viele Viren die Mikrotubuli-assoziierten 
Motorproteine aus, die meist durch Dynein-vermittelte Interaktion mit Gag die Kapside 
ins Zellzentrum transportieren (zusammengefasst in Hsieh et al., 2010). Wie hingegen 
sicher gestellt wird, dass das Kapsid nicht vor der Ankunft am Zentrosom zerfällt und 
damit der PIC nicht vorzeitig freigesetzt wird, ist ungeklärt. Dass die Kapside nach 
einer PM-Fusion im Fall von PFV aktiv zum MTOC transportiert werden, konnte durch 
die berechneten Transportgeschwindigkeiten einzelner Kapside bestätigt werden. 
Sofort nach der Fusion wurde das Kapsid mit größer 1 µm/s zum Zellzentrum 
transportiert. Diese Geschwindigkeiten können weder durch Diffusion noch “membrane 
surfing” erreicht werden, und wurden für den Dynein-vermittelten Transport von 
Endosomen und anderen Viren beschrieben (Lakadamyali et al., 2006; Suomalainen et 
al., 1999). Die Geschwindigkeit eines Dynein Moleküls ohne Beladung kann sogar 3 
µm/s erreichen (Gennerich et al., 2007). 
Im Vergleich zu SVT-Analysen (SVT, engl. „single virus tracking“), die mit anderen 
Viren durchgeführt wurden, lassen sich Gemeinsamkeiten zu den in dieser Arbeit 
erhobenen Daten finden. Das Virus, dessen pH-abhängiger, endozytotischer 
Aufnahmewege am besten untersucht ist, ist das Influenza A Virus (INF). Influenza A 
Viren werden sowohl Clathrin-abhängig als auch Clathrin-/Caveolin-unabhängig in 
Zielzellen aufgenommen (Sieczkarski & Whittaker, 2002). Neuere Studien zeigten 
jedoch, dass auch die Autophagozytose eine Rolle bei der Aufnahme von INF Partikeln 
spielt (Zhou et al., 2009). Werden INF Clathrin-abhängig aufgenommen, induziert das 
Virus nach Bindung an der Zelloberfläche die Bildung der „clathrin-coated pits“ (CCPs) 
(Rust et al., 2004). Diese Rekrutierung der CCPs dauert 3 min. Nach der 
Aufnahmedauer von 1 min, zerfällt das CCP und das Virus wird Mikrotubuli-abhängig 
Richtung Zellzentrum transportiert (Lakadamyali et al., 2004). Ob FV auch über CCPs 
aufgenommen werden, werden zukünftige Untersuchungen zeigen. In diesen würde 
man die SVT-Analyse in Zellen durchführen, die ein autofluoreszierendes Clathrin-
Markerprotein exprimieren. Die CCP-assoziierte FV-Aufnahme würde dann als 
Kolokalisation der Viruspartikel mit dem Clathrin-Markerprotein erkennbar werden. 
Generell werden für INF drei Transportschritte bis zur Vollendung der Fusion 
beschrieben (Lakadamyali et al., 2003; Lakadamyali et al., 2004). Der erste Schritt ist 
gekennzeichnet durch langsame Bewegungen in der Zellperipherie, wahrscheinlich auf 
der Zellmembran. Diese Bewegungen sind Aktin-abhängig und lassen sich damit 
wahrscheinlich auf das sogenannte „filopodia surfing“ viraler Partikel auf der PM 
zurückführen (Lehmann et al., 2005). In den Studien von Lakadamyali et al. wurde 
gezeigt, dass sich einzelne Viren durchschnittlich 6 min vor der Aufnahme in einem 
Bereich von 2 µm mit 0,1 – 0,2 µm/s auf der Zelloberfläche bewegten (Lakadamyali et 
al., 2003; Lakadamyali et al., 2004). Für VSV sind diese lateralen Bewegungen auf der 
Zelloberfläche auch beschrieben, und führen zur Anhäufung der VSV Partikel in CCPs. 
Darüber hinaus können immobile PM-gebundene VSV Partikel auch die Bildung von 
CCPs an diesen Membranbereichen induzieren, und sind für eine Internalisierung nicht 
auf laterale Bewegungen angewiesen (Johannsdottir et al., 2009). Diese lateralen 
Bewegungen wurden für die analysierten FV Partikel im Rahmen dieser Arbeit nicht 
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beobachtet. Die an der Zelloberfläche gebundenen, relativ immobilen FV Partikel 
zeigten lediglich minimale Bewegungen unter 0,05 µm/s.  
Im zweiten Schritt werden die Endosom-assoziierten INF Partikel innerhalb weniger 
Sekunden (30 sec) sehr schnell (1 – 4 µm/s) Richtung Zellzentrum transportiert. Der 
Transport erfolgte Mikrotubuli-abhängig und zeigt ähnliche Charakteristika bezüglich 
der Transportgeschwindigkeit, die für FV Partikel sowohl in Endosomen als auch für 
nackte Kapside in dieser Arbeit beobachtet wurden. Interessanterweise konnten die 
Autoren zeigen, dass erst in dieser perinukleären Region die Ansäuerung der 
Endosomen erfolgte, wodurch der initiale Fusionsprozess des Influenza A 
Glykoproteins aktiviert wurde (Lakadamyali et al., 2003; Lakadamyali et al., 2004). Da 
der FV Env-vermittelte Fusionsprozess noch nicht charakterisiert ist, bietet die in dieser 
Arbeit in Zusammenwirkung mit der LMU München etablierte Methode zur Analyse 
einzelner Viren auch hierfür Grundlagen für zukünftige Projekte. So könnte 
beispielsweise durch den Einsatz verschiedener pH-Inhibitoren oder pH-sensitiver 
Fluoreszenzproteine der FV Fusionsprozess bestimmten endosomalen 
Kompartimenten, die je nach Reifestadium einen anderen pH-Wert besitzen, 
zugeordnet werden.  
Die perinukleär lokalisierten INF werden in einem dritten Transportschritt mit geringen 
Geschwindigkeiten (0,4 µm/s) bidirektional sowohl in Plus-MT- als auch in Minus-MT-
Ende hin und her transportiert, wobei sie die perinukleäre Position nicht verlassen. Erst 
nach diesem letzten Transportschritt wurde die Freisetzung des Influenza A Kapsids 
ins Zytoplasma beobachtet. Dass dieser Schritt Mikrotubuli-abhängig ist konnte durch 
Nocodazol-Behandlung gezeigt werden (Lakadamyali et al., 2004). Die Autoren 
begründen die verringerte Mikrotubuli-abhängige Transportgeschwindigkeit damit, dass 
die jeweils in Minus-/Plus-Orientierung gerichteten Motorproteine um den Transport der 
Viren kompetitieren. Auch dieser dritte Schritt wurde möglicherweise für SFVmac 
Partikel in dieser Arbeit beobachtet. Die SFVmac endosomal aufgenommenen Viren 
blieben nach schnellem Transport zum Zellzentrum nicht statisch, sondern bewegten 
sich mit 0,5 µm/s innerhalb einer kleinen Fläche in x-, y- und z-Richtung. Im 
Unterschied zu INF zeigten die endosomalen FV nach dem schnellen Transportschritt 
zum Zellzentrum jedoch eine längere Verweildauer bis die Fusion eingeleitet wurde. 
Bei einem der drei SFVmac Partikel wurde die Fusion 20 min nach aktivem Transport 
vollendet, und dauert damit deutlich länger als bei INF. Zusammenfassend 
beschrieben Lakadamyali et al., dass Influenza A Viren 8 min nach Virusbindung 
fusionierten, wobei die Fusion 2 min nach dem schnellen zweiten Transportschritt 
vollendet wurde (Lakadamyali et al., 2003; Lakadamyali et al., 2004). Damit umfasst 
die Aufnahme und die Fusion eines INF Partikels insgesamt 10 min. Innerhalb dieses 
zeitlichen Rahmens waren in dieser Arbeit auch die intrazellulären Fusionsereignisse 
für FV Partikel abgeschlossen. Jedoch unterschied sich die Dauer von endosomaler 
Virusaufnahme bis zur Fusion je nach verwendeten Glykoprotein (PFV, SFVmac). Da 
für SFVmac keine vollständigen Aufnahmewege aufgenommen werden konnten, wird 
vorerst nur Bezug auf die TuF2-Werte (TuF, engl. „time until fusion“) genommen. Diese 
Werte zeigten, dass die SFVmac Env enthaltende Partikel deutlich später als die PFV 
Env tragenden Partikel fusionierten (7,9 min; 13,6 min) (Abb. 4-1B). Auch hierfür liefert 
der Vergleich zu den INF-Daten Hinweise auf eine Begründung. Influenza A Viren 
benötigen ähnlich den SFVmac Env-enthaltenden Partikeln einen pH von 5,0 für die 
Aktivierung ihrer Env-Fusionsaktivität (Ruigrok et al., 1992), wodurch bei INF und 
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SFVmac die Zeit von Bindung bis zur Fusion länger dauert, da die Fusion erst in 
späten Endosomen ausgelöst werden kann. Die endozytotisch aufgenommenen PFV 
Partikel hingegen können auch schon in peripheren, frühen Endosomen fusionieren, 
da sie keine pH-Ansäuerung für die Fusionsaktivität benötigen. Unterstützt wird diese 
Theorie durch die PFV Env tragenden Viren, bei denen der vollständige 
Aufnahmeprozess analysiert werden konnte (TuF1). Bei diesen Viren war der 
Fusionsprozess nach endozytotischer Aufnahme durchschnittlich bereits nach 2,7 min 
abgeschlossen. Obwohl die Zelloberfläche in 3D rekonstruiert wurde, muss an dieser 
Stelle angemerkt werden, dass bei diesem frühen Fusionsereignissen nicht eindeutig 
unterschieden werden kann, ob sich das Viruspartikel auf der Zelloberfläche oder 
bereits in frühen endosomalen Kompartimenten unterhalb der PM befand.  
Viren (z. B. VSV), die einen pH-Wert zur Fusion benötigen wie er in frühen Endosomen 
vorliegt, fusionieren innerhalb 1 – 5 min nach Internalisierung in Wirtszellen. Viren 
(Influenza), die bei pH-Werten wie sie in späten Endosomen vorliegen fusionieren, 
benötigen 10 – 20 min zur Fusion nach Internalisierung (Mercer et al., 2010). Die VSV-
Fusion wird 3 min nach Internalisierung ausgelöst und dauert durchschnittlich 6 – 7 min 
(Johannsdottir et al., 2009). Wahrscheinlich spiegelt die Fusionsaktivierung von VSV in 
den peripheren frühen Endosomen die Situation wider, die für PFV in dieser Arbeit 
beobachtet wurde. Damit liegt die Vermutung nahe, dass PFV Env eine Fusion mit der 
endosomalen Membran sowohl in frühen als auch späten Endosomen einleiten kann, 
wohingegen SFV Env tragende Viren nur in späten Endosomen fusionieren, und eher 
Ähnlichkeiten zu den INF-Aufnahmemechanismen zeigen. Zur Unterstützung dieser 
Hypothese müssten weiterführende Experimente durchgeführt werden, in denen 
spezifische Markerproteine (Rab5, Rab7) zur Differenzierung der frühen und späten 
Endosomen eingesetzt werden, um dann eine Kolokalisation mit eintretenden FV zu 
überprüfen. 
Der Fusionsprozess zwischen viraler und zellulärer Membran wird durch 
konformationelle Änderungen im viralen Glykoprotein eingeleitet. Die verschiedenen 
Schritte, die zur Verschmelzung der viralen und zellulären Membran führen sind in 
Abb. 4-2 C beispielhaft für Influenza A Viren dargestellt. Insgesamt unterscheidet man 
bei INF zwei Ansäuerungsschritte, die zur Fusion führen. Der erste dauert nur 0,5 min 
und findet während bzw. kurz nach dem schnellen zweiten Transportschritt statt. Der 
zweite erfolgt im perinukleärem Bereich, und dauert mit 2 min etwas länger als der 
erste Schritt (Lakadamyali et al., 2003). Eine weitere Studie analysierte speziell nur 
das Fusionsereignis von doppelt markierten INF in einem Zell-freien System (Floyd et 
al., 2008). Dabei wurde die Virus-Hüllmembran sowie das Kapsid-Innere mit 
fluoreszierenden Farbstoffen markiert. Die Autoren konnten zeigen, dass die Zeit zur 
Bildung des „hemifusion“-Stadiums nach pH-Ansäuerung 5 – 10s beträgt. Die 
„hemifusion“-Bildung ist durch einen transienten, kurzen Anstieg der DiD-
Fluoreszenzsignalstärke der viralen Hüllmembran charakterisiert. Dieser als 
Fluoreszenz-„Dequenching“ bezeichnete Effekt ist von vielen Autoren als Zeitpunkt der 
Fusion zwischen viraler und zellulärer Membran beschrieben (Floyd et al., 2008; 
Gruenberg, 2001; Loyter et al., 1988). Diese Beobachtungen wurden jedoch im 
Rahmen dieser Arbeit für FV nicht erhalten. Das mCherry-Signal der Glykoproteine 
zeigte keinen sprunghaften Anstieg vor der Freisetzung des Kapsids. Mögliche 
Ursache dafür könnte sein, dass wir keine Lipid-Membranfarbstoffe (z. B. DiD) sondern 




Abb. 4-2 Schematische Darstellung der Glykoprotein-vermittelten Fusion von viraler und 
zellulärer Membran. (A) Fusion eines Viruspartikels mit der Endosommembran (Joo et al., 2010). 
(B) Fusion eines Viruspartikels an der Plasmamembran (PM) (Joo et al., 2010). (C) Einteilung der 
verschiedenen Schritte einer Influenza Virus Glykoprotein-vermittelten Fusion mit der 
Endosommembran (EM) (Floyd et al., 2008). 
 
erzeugt werden kann (persönliche Kommunikation, Don C. Lamb). Ob der FV 
Fusionsprozess auch in verschiedene Env-Konformationsstadien unterteilt werden 
kann, wird Gegenstand zukünftiger Projekte sein. 
Wie schnell Fusionsereignisse ablaufen können, zeigte eine INF Studie. Der 
vollständige Fusionsprozess dauerte 1 min, wobei für die konformationellen 
Änderungen 5 – 10s für die „hemifusion stalk“ und weitere 40-50s für die „fusion pore“ 
Bildung benötigt wurde (Floyd et al., 2008) (siehe Abb. 4-2). Auch bei HIV-1 kann die 
Env-vermittelte Fusion mit der Plasmamembran innerhalb einer Minute nach 
Virusbindung abgeschlossen sein, jedoch auch mehrere Stunden dauern (Markosyan 
et al., 2005; Koch et al., 2009; Gallo et al., 2003). Dies verdeutlicht, dass virale 
Fusionsereignisse an sich sehr schnell ablaufen können. Die in dieser Arbeit 
erhaltenen Daten deuten darauf hin, dass der Fusionsprozess bei FV möglicherweise 
länger dauert. Als Kriterium dafür wurden die relativen Bewegungen des Kapsid- zum 
Glykoprotein-Signals herangezogen. Diese allmähliche Vergrößerung des Abstands 
zwischen Kapsid und Glykoprotein wurde sowohl bei SFVmac als auch bei PFV 
Partikeln beobachtet. Aufgrund der geringen Fusionsereignisse für SFVmac wurde 
jedoch nur eine detailierte Analyse für PFV durchgeführt. Danach lässt sich ein PFV 
Fusionsereignis, unabhängig davon ob die Fusion intrazellulär oder an der PM 
stattfindet, in zwei Schritte unterteilen. Zuerst beträgt der relative Abstand zwischen 
Kapsid und Glykoprotein 30 nm. Danach erhöht sich der Abstand auf 400±100 nm. 
Dies verdeutlicht, dass sich die Struktur des Viruspartikels verändert, und das Kapsid 
sich langsam von der Hüllmembran entfernt. Möglicherweise deutet dies auf die 
Einleitung konformationeller Änderungen im Glykoprotein hin, die als Vorbereitung zur 
Exposition des Fusionspeptids benötigt werden. Die zweite Phase dauerte 
durchschnittlich 6,5 ±2 min. Danach war der Fusionsprozess abgeschlossen und das 













In Übereinstimmung mit einer anderen Studie wurde bei FV nach erfolgreicher 
Freisetzung des Kapsids, entweder an der PM oder in Endosomen, ein Verschwinden 
des mCherry-markierten Glykoproteins beobachtet (Lehmann et al., 2005). Die Autoren 
begründen dies mit einer lateralen Diffusion der zurückgebliebenen viralen 
Glykoproteine in der zellulären Membran. Nur bei zwei FV Fusionsereignissen, eines 
davon an der PM und eines in Endosomen, blieb das mCh-Env Signal als 
punktförmiges Erscheinungsbild in der Membran erhalten. Eine mögliche Erklärung für 
dieses selten beobachtete Ereignis kann zum derzeitigen Zeitpunkt nicht geliefert 
werden. Zudem wurde es bisher für andere Viren nicht beschrieben. 
 
Identifizierung nicht permissiver Zelllinien und FV Partikel-Bindungsanalysen 
Ein besonderes Merkmal von FV ist das breite Wirtsspektrum, das sie vor allem in vitro 
besitzen. Bisher war keine Zelllinie bekannt, die nicht FV Env-vermittelt infiziert werden 
konnte. Im Rahmen dieser Arbeit führten jedoch umfangreiche Untersuchungen 
verschiedener bisher nicht getesteter Zelllinien zur Identifizierung von vier Zelllinien 
(Pac2, ZF4, AB9, G1E-ER4), die resistent gegenüber einer FV Env-vermittelten 
Infektion sind, wohingegen ein Gentransfer mit HIV-VSV-G Pseudopartikeln in diesen 
Zellen erreicht werden konnte. Die Entdeckung dieser ersten nicht FV-permissiven 
Zelllinien könnte möglicherweise einen Beitrag zur Entdeckung des noch unbekannten 
FV Rezeptors leisten. Bevor jedoch Untersuchungen dazu beginnen können, müssen 
einige grundlegende Fragen noch geklärt werden. Denn die in dieser Arbeit 
durchgeführten Analysen ließen die Frage offen, ob die identifizierten Zelllinien den 
bisher unbekannten FV Rezeptor nicht exprimieren oder ob andere Replikationsschritte 
während der Aufnahme der Partikel in diesen Zellen blockiert sind. 
Mit dem FACS-Bindungs-Assay konnte gezeigt werden, dass Pac2 und G1E-ER4 
Zellen foamyvirale Partikel binden konnten. Dieser Befund deutet darauf hin, dass 
diese nicht permissiven Zellen den FV Rezeptor besitzen könnten. Es ist jedoch auch 
möglich, dass unspezifische Bindungsfaktoren wie das Proteoglykan Heparansulfat die 
Virus-Bindung verursacht haben. Die Nutzung von Heparansulfaten als unspezifische 
Bindungsfaktoren beim ersten Kontakt mit der Wirtszelloberfläche ist bereits für andere 
Viren wie beispielsweise für HIV-1 Partikel und VSV-G Pseudopartikel beschrieben 
(Guibinga et al., 2002; Mondor et al., 1998). Dass FV an Proteoglykane binden, wurde 
durch Analyse der Sog9 Zellen nachgewiesen. Im Vergleich zu den parentalen MouseL 
Zellen, die Heparan- und Chondroitinsulfate exprimierten, wurde eine verminderte 
Bindungsfähigkeit an Sog Zellen beobachtet. Da mit diesen Zellen jedoch nur ein 10-
facher PFV Titerverlust gemessen wurde, scheint das Vorkommen von Proteoglykanen 
nicht essentiell für die FV Aufnahme zu sein, wenn gleich die Bindung foamyviraler 
Partikel dadurch begünstigt wird. Deswegen ist es möglich, dass Pac2 und G1E-ER4 
Zellen zwar Proteoglykan-vermittelt PFV Env enthaltende Partikel binden können, 
diese aber nicht in die Zelle aufgenommen werden, da möglicherweise der 
Hauptrezeptor in diesen Zelllinien fehlt. Des Weiteren ist es auch möglich, dass die 
Zellen zwar den Hauptrezeptor besitzen, aber keinen entsprechenden Korezeptor, 
oder umgekehrt. Es ist möglich, dass wie bei HIV-1 nur ein Zusammenspiel beider 
Rezeptorbindungen durch Konformationsänderung in Env zur Fusionsaktivierung des 
FV Glykoproteins führt (Doms & Moore, 2000).  
Ob bzw. welcher Rezeptor den nicht FV-permissiven Zelllinien fehlt, kann mit dem 
FACS-Bindungs-Assay nicht geklärt werden. Dazu müssten weiterführende 
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Experimente durchgeführt werden. Die einfachste Möglichkeit zu überprüfen, ob den 
identifizierten Zelllinien der FV Rezeptor fehlt, wäre ein FACS-Bindungs-Assay mit 
einer PFV Env SU Mutante, die nicht mehr an den Rezeptor binden kann. So eine 
Mutante konnte jedoch bisher noch nicht identifiziert werden.  
Eine weitere Analysemöglichkeit beruht auf der Annahme, das Partikel, die an den 
Rezeptor auf Zielzellen gebunden haben, ihre Aufnahme in die Zellen induzieren. Ob 
dies in Pac2 Zellen erfolgt, könnte mit einer Live-Cell Mikroskopieanalyse überprüft 
werden. Sollten foamyvirale Partikel in Pac2 Zellen aufgenommen werden, würde dies 
eher auf einen post-Aufnahme-Defekt als das Fehlen des Rezeptors in den Zellen 
schließen lassen. Eine weitere Möglichkeit, um herauszufinden, ob den Zellen der 
Rezeptor fehlt, wäre ein nach Picard-Maureau et al. modifizierter Fusions-Assay 
(Picard-Maureau et al., 2003). In diesem Experiment würde man in HeLa Zellen das 
PFV mCh-Env Fusionsprotein, und in Pac2 Zellen ein eGFP-NLS Fusionsprotein (NLS, 
Nukleäres Lokalisations-Signal) exprimieren. Die zwei modifizierten Zellpopulationen 
würde man im Verhältnis 1:1 mischen und 48h später fluoreszenzmikroskopisch auf 
Syncytia-Bildungen untersuchen. Wenn die Pac2 Zellen den Rezeptor exprimieren, 
sollten sie mit den Env-exprimierenden HeLa Zellen fusionieren und vielkernige 
Riesenzellen bilden, in denen die PM durch mCh-Env rot und einige der Syncytia-
Zellkerne, die von Pac2 Zellen stammen durch das eGFP-NLS grün gefärbt sind. 
Sollten diese Experimente ein Fehlen des FV Rezeptors bestätigen, könnten Analysen 
zur Aufklärung der Identität des Rezeptors begonnen werden. Nach Herchenröder et 
al. kann die Bindung foamyviraler Partikel an Wirtszellen nicht durch Trypsinierung 
gelöst werden (Herchenroder et al., 1999). Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass 
der FV Rezeptor kein zelluläres Membranprotein sein kann. Auch in dieser Arbeit 
durchgeführte Versuche, gebundene FV mittels Protease-Verdau (Trypsin, Proteinase 
K) von der Zelloberfläche abzulösen, blieben erfolglos (Daten nicht dargestellt). 
Dennoch ist nicht auszuschließen, dass es sich bei dem Rezeptor um ein 
Membranprotein handelt. Es ist möglich, dass die gebundenen Viren den Zugang der 
Proteasen zum Rezeptorprotein maskieren, und deswegen keine Ablösung der bereits 
Zelloberflächen-gebundenen Viruspartikel erfolgen kann.  
Zelluläre Membranen bestehen hauptsächlich aus Kohlenhydraten, Glykoproteinen, 
und verschiedenen Arten von Lipiden. Für viele Viren und lentivirale VLPs konnte 
gezeigt werden, dass eine unspezifische Bindung an das zelluläre Proteoglykan 
Heparansulfat als initialer Bindungsfaktor genutzt wird (Guibinga et al., 2002; Mondor 
et al., 1998; Pinon et al., 2003; Walker et al., 2002). Für VSV wurde lange Zeit das 
Phospholipid Phosphatidylserin (PS) als Rezeptor für die Virusaufnahme angesehen. 
Neuere Studien zeigen jedoch, dass PS zwar als Bindungsfaktor für die VSV Partikel 
dient, jedoch nicht ausschließlich für die VSV-G vermittelte Aufnahme notwendig ist 
und ein weiterer bisher unbekannter Rezeptor/Korezeptor verwendet wird (Coil & 
Miller, 2004). Aufgrund der Gemeinsamkeiten zwischen FV und VSV hinsichtlich des 
breiten Wirtszellspektrums, das ihr Glykoprotein vermittelt, wurde untersucht ob FV 
ähnlich VSV an zelluläre Lipide binden können. Der durchgeführte Lipid-Bindungs-
Assay zeigte jedoch, dass das PFV Glykoprotein im Gegensatz zu VSV-G 
Pseudopartikeln nicht an extrahierte HeLa Zelllipide binden kann. Damit konnte gezeigt 
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6.4 Film-Verzeichnis (beiliegende CD) 
 
Film F1: Aufnahme fluoreszierender wildtypischer PFV Partikel in HeLa-Zellen. 
HeLa-Zellen wurden mit PFV Gag-eGFP/mCh-Env doppelt markierten Viruspartikeln 
bei niedrigen Temperaturen inkubiert, und nach Temperaturwechsel zu 37°C für 24h 
analysiert (Widefield Live-Cell Mikroskopie). Zeitintervall: 15 min. z-stack: 12 Ebenen 
(dargestellt als z-Projektion).  
Film F2: Aufnahme fluoreszierender nicht-fusogener PFV Partikel in HeLa-Zellen. 
HeLa-Zellen wurden mit PFV Gag-eGFP/mCh-Env doppelt markierten Viruspartikeln 
bei niedrigen Temperaturen inkubiert, und nach Temperaturwechsel zu 37°C für 24h 
analysiert (Widefield Live-Cell Mikroskopie). Zeitintervall: 15 min. z-stack: 12 Ebenen 
(dargestellt als z-Projektion).  
Film F3: Analyse der Plasmamembran-Fusion eines PFV Partikels in HeLa-Zellen. 
HeLa-Zellen wurden mit PFV Gag-eGFP/mCh-Env doppelt markierten Viruspartikeln 
bei niedrigen Temperaturen inkubiert, und nach Temperaturwechsel zu 37°C analysiert 
(Spinning Disk Mikroskopie). z-stack: 25 Ebenen (dargestellt als z-Projektion); 
Zeitintervall: z-stack: 4,43 s. Zusätzlich dargestellt sind die durch SVT-Analyse mit der 
TRAC-Software berechneten Parameter: „velocity“, CCM, „relative position“. Dieser 
Film wurde von Aurélie Dupont zusammengestellt. 
Film F4: Analyse der intrazellulären Fusion eines SFVmac Partikels in HeLa-
Zellen. HeLa-Zellen wurden mit Gag-eGFP und SFVmac mCh-Env doppelt markierten 
Viruspartikeln bei niedrigen Temperaturen inkubiert, und nach Temperaturwechsel zu 
37°C analysiert (Spinning Disk Mikroskopie). z-stack: 23 Ebenen (dargestellt als z-
Projektion); Zeitintervall: z-stack: 3,03s. Zusätzlich dargestellt sind die durch SVT-
Analyse mit der TRAC-Software berechneten Parameter: „velocity“, CCM, „relative 
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